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1.1 Der Myokardinfarkt  
1.1.1 Definition 
Anfang des 20. Jahrhunderts wurden erste klinische Beschreibungen veröffentlicht, die den 
Zusammenhang zwischen der Thrombusbildung in einer Koronararterie und den zugehörigen 
klinischen Merkmalen verdeutlichten [1]. Im Laufe der Zeit wurde die Definition des Myokard-
infarkts (MI) konstant weiterentwickelt. Erst zwischen 1950 und 1970 stellte die Weltgesund-
heitsorganisation (engl. WHO) eine auf der Elektrokardiographie (EKG) beruhende Definition 
vor, die für epidemiologische Vergleichbarkeit auch noch heute Anwendung findet [2]. Seit 
dem Jahr 2000 erarbeitet die European Society of Cardiology und das American College of 
Cardiology auf Grundlage biochemischer und klinischer Erkenntnisse stetig aktuelle Definitio-
nen. Im Jahr 2018 wurde die „vierte Definition des Myokardinfarkts“ von der WHO offiziell an-
genommen. Diese besagt, dass eine Myokardschädigung, nachgewiesen durch abnorme Bio-
marker (kardiales Troponin-T über dem 99. Perzentil), im Umfeld einer Myokardischämie als 
MI zu bezeichnen ist [3]. Das als Biomarker bezeichnete kardiale Troponin-T (engl. cTnT) stellt 
einen Teil des Kontraktionsapparates der Kardiomyozyten dar, das bei einer Gewebeschädi-
gung freigesetzt wird. cTnT wird ausschließlich im Myokardgewebe exprimiert. Aufgrund der 
hohen Sensitivität, kommen heute bevorzugt cTnT-Assays im klinischen Alltag zum Einsatz.  
Eine Myokardschädigung kann neben einer Ischämie auch eine Reihe von anderen Ursachen 
haben. Somit lassen erhöhte Werte an cTnT keine Aussage über den zugrundeliegenden Pa-
thomechanismus zu. Für die Definition des MI ist deshalb der Nachweis einer Myokardschä-
digung auf Grundlage einer Ischämie zwingend erforderlich [3]. Dabei kann eine myokardiale 
Ischämie neben einer infarkttypischen Symptomatik, auch durch neu auftretende ischämische 
EKG-Veränderungen, sowie durch regionale Wandbewegungsstörungen oder Vitalitätsverlust 
in der Bildgebung nachgewiesen werden [3]. 
 
1.1.2 Inzidenz und Epidemiologie 
Die koronare Herzkrankheit (KHK) mit ihren Folgen der chronisch ischämischen Herzerkran-
kung, dem Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz ist laut statistischen Bundesamt und  WHO 
die häufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen [4, 5]. In Deutschland verur-
sacht die KHK ca. 14% aller Todesfälle und ist mit einer Lebenszeitprävalenz von 9,3% für die 
40-79jährigen eine der wichtigsten Volkskrankheiten (siehe Abb. 1.1) [6]. Die Erkrankungen 
des Herz- und Kreislaufsystems verursachen in ihrer Gesamtheit und vor allem aber im Alter 




Trotz konstanter oder sogar steigender Inzidenz der KHK zeigte sich in den letzten Jahren 
eine Reduktion der Mortalitätsrate an Herz- und Kreislauferkrankungen in einigen Industrie-
ländern, einschließlich in Deutschland [7–11]. Hierbei kommt der Mortalitätsreduktion der KHK  
 
und insbesondere der des MI große Bedeutung zu [9, 10]. Die verbesserte Prävention, rasante 
Entwicklung der Diagnostik und vor allem die interventionellen und pharmakologischen The-
rapiemöglichkeiten in der Akutphase erklären diesen Rückgang [8, 9]. Außerdem führte die 
Etablierung der leitliniengerechten Behandlung des Bluthochdrucks und der Fettstoffwechsel-
störungen, als größte zu beeinflussende Risikofaktoren, zu einer erheblichen Verbesserung 
[12]. Trotz der therapeutischen Optionen, stieg jedoch das Risiko in den letzten Jahren an, 
nach einem MI eine ischämische Herzinsuffizienz zu entwickeln. Diese Tatsache erklärt sich 
unter anderem durch die sinkende Mortalität in der Akutphase des MI, was zu einem größeren 
Patientenkollektiv mit pathologischen linksventrikulärem Umbau (Remodeling) und daraus re-
sultierender ischämischer Herzinsuffizienz führt [13–15]. Da es für diese einsetzende Herz-
schwäche nur wenig Behandlungsmöglichkeiten gibt, erleben viele Patienten eine deutliche 
Einschränkung ihrer Lebensqualität nach überstandenem MI [15]. Die steigende Anzahl an 
Patienten mit Herzinsuffizienz, führt vermehrt zu Krankenhauseinweisungen und -behandlung-
en. Allein in den USA verursacht die Therapie der Herzinsuffizienz jedes Jahr Gesundheits-
































Abb. 1.1: Häufigste Todesursachen in Deutschland 2017. (in Anlehnung an das statistische Bundesamt; 
Destatis 2019 [5]) 
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1.1.3 Pathophysiologische Hintergründe  
Gemeinsam mit der instabilen Angina pectoris und dem plötzlichen Herztod wird der MI zur 
Arbeitsdiagnose des akuten Koronarsyndroms (engl. ACS) zusammengefasst. Anhand klini-
scher Kriterien kann nur schwer unterschieden werden, ob das ACS wirklich auf einen MI zu-
rückzuführen ist. Wegen der potentiellen Lebensbedrohlichkeit ist eine schnelle und zielge-
richtete Diagnostik notwendig [6, 17].  
Pathomorphologisch spielen Gefäßveränderungen im Rahmen der Atherogenese eine ent-
scheidende Rolle. Der MI beruht auf einem multifaktoriellen Geschehen und ist vor allem mit 
den Risikofaktoren: genetische Prädisposition, Nikotinabusus, Dyslipoproteinämie und arteri-
eller Hypertonus assoziiert [18]. Der über Jahre ablaufende Prozess der Atherosklerose führt 
zu einem konsekutiven Gefäßumbau mit Bildung einer atherosklerotischen Plaque. Diese kann 
durch mechanische Belastung im koronaren Stromgebiet rupturieren und ihren prokoagulato-
rischen Plaqueinhalt freisetzen. Durch Aktivierung der Gerinnungskaskade entsteht ein wand-
ständiger Thrombus. Dieser kann mit seinem Durchmesser sowohl das Gefäßlumen vollstän-
dig okkludieren oder durch abgesprengtes Material, in Folge mechanischer Scherkräfte, eine 
periphere Embolie auslösen. Unabhängig von der Genese führt ein vollständiger Gefäßver-
schluss zu einer Minderperfusion im Stromgebiet des betroffenen Koronargefäßes [17, 19]. 
Die durch den Koronarverschluss akut einsetzende Unterversorgung des Herzmuskelgewe-
bes führt innerhalb von wenigen Herzzyklen zu einem Kontraktionsverlust der ischämischen 
Kardiomyozyten. Bei vollständiger und andauernder Ischämie kommt es im betroffenen Myo-
kardgewebe zur Nekrose der Kardiomyozyten, die serologisch unter anderem an einem Tro-
ponin-T Anstieg zu erkennen ist [18]. 
Die Größe des MI stellt ein wichtiges Prognosekriterium dar. Mit zunehmender Ausdehnung 
der Infarktgröße kommt es zu einer gesteigerten Entzündungsreaktion und Verlust an funktio-
nellem Myokardgewebe mit nachfolgendem ventrikulärem Remodeling [11, 20]. Dies zeigt sich 
klinisch in einer linksventrikulären Dilatation, Herzhypertrophie, vermehrten Sphärizität und 
verschlechterten kardialen Pumpfunktion [21]. Neben dem infarzierten ist auch das verblie-
bene, gesunde Myokard davon betroffen. Diese kardialen Umbauprozesse hängen eng mit 
dem Auftreten von Arrhythmien, plötzlichem Herztod und der Entwicklung einer ischämischen 
Herzinsuffizienz zusammen  [11, 20]. 
 
1.1.4 Therapieoptionen  
Die European Society of Cardiology veröffentlichte 2017 eine aktualisierte Leitlinie mit Emp-
fehlungen zur Behandlung des akuten transmuralen Myokardinfarkts [22]. Hierbei spielt vor 
allem die Reperfusionstherapie eine entscheidende Rolle. Nach initialer Thrombozytenaggre-
gationshemmung und Antikoagulation stellt, je nach zeitlicher Verfügbarkeit eines Herzkathe-
terlabors, die perkutane Koronarintervention (engl. PCI) die Therapie der ersten Wahl dar.  
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Das verschlossene Koronargefäß wird dabei im Rahmen einer perkutanen transluminalen Ko-
ronarangioplastie (engl. PTCA) wiedereröffnet. Anschließend wird in der Regel eine Gefäß-
stütze (Stent) in das betroffene Gefäß eingebracht, um einem erneuten Verschluss vorzubeu-
gen [22, 23]. Bei einer, für die PCI, ungeeigneten Koronaranatomie oder einem Patienten im 
kardiogenen Schock, stellt die aortokoronare Bypass-Operation eine wichtige Therapiemög-
lichkeit dar [22, 24]. Durch die in vielen Industrieländern flächendeckende Etablierung von Dia-
gnostik- und Therapieeinheiten (engl. Chest Pain Units), konnte in den letzten Jahren ein 
Rückgang der MI-Mortalität verzeichnet werden [25]. Durch eine Zunahme an Patienten mit 
KHK und ACS, zeigt sich jedoch eine erhöhte Inzidenz an ischämischer Herzinsuffizienz. Fel-
ker et al. zeigten, dass eine ischämische Ätiologie der Herzinsuffizienz, im Vergleich zu einer 
nicht-ischämischen, mit einem kürzeren Überleben verbunden ist [26]. Allerdings führte die 
Etablierung intensiver medikamentöser und interventioneller Maßnahmen in den letzten Jah-
ren zu einer signifikanten Verbesserung der Morbidität und Mortalität. Trotzdem stellen diese 
keine kausalen Therapieansätze dar und können somit nur zu einer Symptomlinderung, Ver-
besserung der Lebensqualität und zeitlich begrenzter Lebensverlängerung führen [27, 28]. Im 
Endstadium der Herzinsuffizienz können mechanische Herzunterstützungssysteme eine an-
gemessen hämodynamische Stabilisierung ermöglichen, um das Überleben bis zur Herztrans-
plantation zu fördern [29]. Die Transplantation stellt heute die einzig kausale Therapieoption 
einer terminalen Herzinsuffizienz dar [30]. Trotz sehr guter wissenschaftlicher Erkenntnisse 
und Ergebnisse auf dem Gebiet der Herztransplantation begrenzt der Mangel an Spenderor-
ganen diese Therapie. Die Anzahl an Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz steigt kontinu-
ierlich, während sich die Anzahl an Spenderherzen in den letzten Jahren konstant bis leicht 
rückläufig zeigte [31, 32]. Die sozioökonomische Belastung des MI und seiner Folgen machen 
deutlich, dass es auch in Zukunft intensiver Forschung und Erprobung neuer Therapien benö-
tigt. So werden beispielsweise intensiv die Optimierung der Heilungsphasen nach einem MI 
untersucht. Da die Entzündungsphase, über einen fibrotischen Umbau, das pathologische Re-
modeling begünstigt, stellt die Aufklärung von Signalkaskaden und beteiligten Zelltypen einen 
wichtigen Schritt zur Entwicklung neuer Therapien dar [33]. So zeigten Cheng und Rong bei-
spielsweise, dass durch die pharmakologische Regulation der Makrophagenpolarisation die 
Entzündungsaktivität gesenkt, die Wundheilung verstärkt und der fibrotische Umbau vermin-
dert werden kann [34]. Andere Studien beschäftigten sich mit der funktionellen Verbesserung 






1.2 Wundheilungsphasen nach Myokardinfarkt im Kleintiermodell 
Amphibien und bestimmte Fische, wie beispielsweise der Molch und der Zebrafisch, sind le-
benslang nach einer Myokardschädigung in der Lage, eine vollständige Regeneration des ver-
letzten Myokards durchzuführen [36, 37]. Im Gegensatz dazu besitzt das postnatale Herz von 
Säugetieren nur für kurze Zeit ein regeneratives Potential. Porrello et al. [38] zeigten, dass in 
unmittelbar postnatal untersuchten Mäuseherzen, nach chirurgischer Apexresektion, eine re-
generative Reaktion mit Kardiomyozytenproliferation erfolgte. Dieses regenerative Potential 
geht jedoch innerhalb der ersten Lebenswoche verloren, da postnatale Kardiomyozyten lang-
fristig nicht mehr imstande sind, in den Zellzyklus einzutreten und somit nicht proliferieren kön-
nen [38]. Die begrenze Mitosekapazität schränkt die kardiale Regeneration ein und führt im 
Rahmen der Wundheilungsphase dazu, dass untergegangene Kardiomyozyten im Säugetier-
herz durch eine permanente kollagene Narbe ersetzt werden [39].  
 
1.2.1 Entzündungsphase 
Ende der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts zeigten Mallory et al. [40], dass es nach einem 
Myokardinfarkt zu einer Entzündungsreaktion kommt, die durch eine Leukozyten-Rekrutierung 
gekennzeichnet ist. Frangogiannis et al. wiesen 2012 darauf hin, dass die geordnete Koordi-
nation dieser Entzündung eine Grundvoraussetzung für die Herzreparatur darstellt, da ein 
übermäßig früherer Beginn, durch den verstärkten Matrixabbau, zu einem Einriss der Herz-
wand führen könnte [13]. Eine Verlängerung kann hingegen die Kollagenablagerungen beein-
trächtigen und damit zu einer verringerten Zugfestigkeit der Narbe führen, was die Dilatation 
des Ventrikels fördern würde. Die unregulierte Expression proinflammatorischer Zytokine 
könnte einen weiteren Verlust an Kardiomyozyten und eine Beteiligung nicht infarzierter Myo-
kardbereiche nachsichziehen. Dies würde zu einer verstärkten Fibrose mit Verschlechterung 
der Herzfunktion führen [13].  
Durch die anhaltende Hypoxie infolge des MI kommt es im akut ischämischen Myokardgewebe 
zu einem Verlust von Kardiomyozyten und anderen benachbarten Zellen [39]. Dieser Unter-
gang wird hauptsächlich durch Nekrose, aber auch durch Apoptose und Autophagie ausgelöst. 
Durch den Zelltod und die Schädigung der extrazellulären Matrix (EZM) kommt es zur Freiset-
zung von „damage-associated molecular pattern“ (engl. DAMPs) [15]. Diese endogenen Ge-
fahrenmoleküle führen über die Bindung an Mustererkennungsrezeptoren zur Rekrutierung 
zirkulierender Immunzellen. Zu den wichtigsten DAMPs gehören HMGB1 [41], Protein S-100 
[42], Fibronektin-Extra-Domäne A [43], Interleukin-1α [44], Hitzeschockproteine [45], ATP [46], 
Harnsäure [46], mitochondriale DNA und RNA [15, 43]. Nach Bindung der DAMPs sind Mus-
tererkennungsrezeptoren, in Form von Toll-like-Rezeptoren (engl. TLR), in der Lage, verschie-
dene Kinasen zu aktivieren und den spezifischen Transkriptionsfaktor NF-κB zu induzieren 
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[21]. Dieser bewirkt die Transkription verschiedener Adhäsionsmoleküle und Zytokine, die eine 
wichtige Rolle in der in Regulation des Immunsystems spielen [21, 47].  
Neutrophile Granulozyten sind die ersten Immunzellen, die in das infarzierte Myokard infiltrie-
ren. Adhäsionsmoleküle, in Form von Selektinen, fördern die Anlagerung an aktivierte En-
dothelzellen. Dabei kann man zwischen L-Selektin (CD62L), E-Selektin (CD62E) und P-Se-
lektin (CD62P) unterscheiden, die für einen Gewebeeintritt der Leukozyten wichtig sind [21]. 
Neutrophile Granulozyten werden durch langsames Rollen auf der Endotheloberfläche durch 
Chemokine erkannt und aktiviert. Die aktivierten Neutrophilen exprimieren β2-Integrin, das an 
intrazelluläre Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1 bindet. Anschließend transmigrieren die Zellen 
in den Infarktbereich [21, 48]. Dort fördern sie über Phagozytose von Zelltrümmern, Freiset-
zung proteolytischer Enzyme und Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (engl. ROS) die Ent-
zündungsreaktion [15]. Horckmans et al. zeigten, dass neutrophile Granulozyten zentrale Mo-
dulatoren der Infarktheilung sind [49]. Sie sind in der Lage, Makrophagen in Richtung eines 
reparativen Phänotyps zu polarisieren. Die zielgerichtet ablaufende Neutrophilen-Reaktion 
stellt somit eine Voraussetzung für eine regulierte Fibrose, Narbenbildung und günstigen Herz-
umbau dar [49].  
Nach etwa 24 Stunden beginnt die Rekrutierung von Monozyten in das Infarktgebiet. Leusch-
ner et al. legten dar, dass Monozyten neben einer verstärkten Mobilisierung aus dem Kno-
chenmark [50], auch aus extramedullären Geweben wie der Milz verstärkt rekrutiert werden. 
Sie wiesen darauf hin, dass die Milz dabei als Monozytenreservoir fungiert, die die 
extramedulläre Monozytopoese aufrechterhalten kann [50]. Die Rekrutierung wird hauptsäch-
lich durch CC-Chemokine, vor allem über die Achse des Monozyten-Chemoattraktionspro-
teins-1 (engl. MCP-1) / Chemokinrezeptor Typ-2 (engl. CCR-2) vermittelt. Diese Achse zeigt 
ein hohes chemoattraktives Wirkungspotential auf Monozyten und Makrophagen [12]. Frango-
giannis et al. berichteten weiterhin über eine entscheidende Beteilung von MCP-1 in der Zyto-
kinsynthese und Anreicherung von Myofibroblasten im Infarktbereich [18]. Außerdem fördert 
MCP-1 die Bildung von Granulationsgewebe [21, 78]. Die einströmenden Monozyten differen-
zieren im Gewebe zu Makrophagen [15]. Gemeinsam mit neutrophilen Granulozyten befreien 
sie das Infarktgewebe von toten Zellen und extrazellulären Matrixtrümmern und führen 
dadurch zur Bildung von Granulationsgewebe (Tag 4-7) [43, 51].  
Die Entzündungskaskade bietet wegen ihrer bedeutenden Rolle im Heilungsverlauf wichtige 
therapeutische Möglichkeiten, um den Kardiomyozytenverlust und das pathologische Remo-
deling nach MI zu optimieren [21]. So konnten Majmudar et al. im Mausmodell zeigen, dass 
eine verminderte Rekrutierung von Monozyten, durch Stummschaltung von CCR-2, zu einer 
abgeschwächten Entzündungsreaktion und eingedämmten pathologischen Remodeling nach 





Die rekrutierten Leukozyten spielen in der Proliferationsphase eine entscheidende Rolle. 
Durch rechtzeitige Unterdrückung der proinflammatorischen Zytokinfreisetzung kommt es zur 
Abnahme von Entzündungszellen im Infarktbereich [15, 21]. Eingewanderte Neutrophile wer-
den apoptotisch und anschließend durch Makrophagen phagozytiert [15]. Das inter alia durch 
entzündungshemmende Mediatoren (z.B. IL-10 und TGF-ß) veränderte Milieu, führt über eine 
Polarisation der Makrophagen zu einem Phänotypenwechsel [15, 53, 54]. Die entstehenden 
anti-inflammatorischen Makrophagen (≙ M2-Makrophagen) sind nicht in der Lage selbststän-
dig EZM zu produzieren. Doch durch ihre engen Verbindungen im Myokard zählen sie zu den 
wichtigsten Koordinatoren der Umbauprozesse innerhalb der EZM nach einem MI [15, 55]. 
Zu Beginn der Proliferationsphase sezernieren mononukleäre Zellen (engl. MNC) und Makro-
phagen Wachstumsfaktoren, die zu einer Aktivierung mesenchymaler Reparationsmechanis-
men, vorwiegend in Form von Myofibroblasten und Endothelzellen führen [48]. Die Herkunft 
der aktivierten kardialen Myofibroblasten ist vielfältig. Residente kardiale Fibroblasten und hä-
matopoetische Progenitorzellen aus dem Knochenmark stellen einen großen Teil der Zell-
quelle dar. Sie können aber auch über die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) aus Epi-
kardzellen und über die endothelial-mesenchymale Transition (EndMT) aus Endothelzellen 
entstehen [56]. 
Myofibroblasten bilden große Mengen an extrazellulären Matrixproteinen, einschließlich Kol-
lagen, Fibrin und Fibronektin, die durch Integritätserhalt der Ventrikel eine Wandruptur verhin-
dern und die Migration weiterer Myofibroblasten fördern [15, 39]. Weiterhin produzieren sie 
entzündungshemmende sowie proangiogene Faktoren und fördern dadurch die Bildung von 
Granulationsgewebe [15].  
Bereits ab dem 3. Tag nach Ligatur der linken Koronararterie wurden im Rattenherz eine An-
reicherung von Kollagen III sowie die Bildung mikrovaskulärer Strukturen im Granulationsge-
webe nachgewiesen [11]. Über dieses vaskuläre Netzwerk werden die Myofibroblasten wäh-
rend der Reparatur mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt [39].  
 
1.2.3 Reifungsphase 
Nach der Ausbildung einer kollagenbasierten Narbe im Bereich des Infarkts, kommt es wäh-
rend der Reifungsphase (ab 21. Tag) zu einem apoptotischen Abbau der Myofibroblasten und 
Endothelzellen im vernarbten Bereich. Das temporär angelegte Mikrogefäßsystem löst sich 
nachfolgend auf [39, 48, 57]. Im Bereich der hypozellulären Infarktnarbe, kommt es innerhalb 
der nächsten Wochen zu einem Reifungsprozess, bei dem unter anderem Kollagen III durch 
Kollagen I ersetzt wird. Dies führt im Verlauf, durch Vernetzung von EZM-Bestandteilen, zu 
einer verbesserten Zug- und Kontraktionsfähigkeit der Narbe [11, 39]. 
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Experimentelle Infarktmodelle bei Ratten zeigten einen Heilungsverlauf innerhalb von 3-4 Wo-
chen. Im Gegensatz dazu dauert eine vollständige Narbenbildung beim Menschen etwa 8 Wo-
chen [51, 58]. Es zeigte sich, dass die Infarktheilungsrate vom Verhältnis der Oberfläche zum 
Volumen abhängig ist. Mit zunehmender Infarktgröße nimmt das Verhältnis ab. Demzufolge 
zeigen größere Infarkte (Mensch) einen langsameren Heilungsverlauf als kleinere Infarkte 
(Maus, Ratte) [51]. Auch eine schnelle Reperfusion führte, durch eine früh einsetzende Ent-
zündungsreaktion mit Bildung von Granulationsgewebe zu einer schnelleren Infarktheilung 
[21]. 
Neben der Narbenreifung, kann sich im Rahmen des pathologischen linksventrikulären Remo-
delings nach MI eine ischämische Herzschwäche ausbilden. Dies wird vor allem durch ent-
zündliche und fibrotische Prozesse in entfernten bzw. nicht infarzierten Myokardarealen unter-
stützt [15].   
 
1.3 Zellbasierte Therapieansätze 
Die eingeschränkten kausalen Behandlungsmöglichkeiten der ischämischen Herzerkrankung 
und ihrer Folgen führten dazu, dass in den letzten zwei Jahrzehnten das Gebiet der kardialen 
regenerativen Medizin in den Mittelpunkt neuer Therapiestrategien rückte [59]. Lange Zeit galt 
die Annahme, dass Kardiomyozyten postnataler Säugetierherzen terminal differenziert seien 
[60, 61]. Beltrami et al. zeigten jedoch, dass auch das Herz Stammzellen enthält, die die Re-
generation unterstützen [62]. Weitere Studien verwiesen auf eine Wachstumsreserve im 
menschlichen Herzen, die sowohl zur Regeneration von Kardiomyozyten, als auch anderen 
Zelltypen führt [63, 64]. Die Effizienz der Neubildung reicht jedoch nicht aus, das untergegan-
gene Myokard nach einem MI zu ersetzen [65]. Diese neuen Erkenntnisse führten zu rasanten 
Entwicklungen von Forschungsprojekten auf dem Gebiet der Stammzellbiologie, mit dem Ziel 
verletztes und fibrotisches Herzgewebe zu ersetzen [66]. Diese vielversprechenden Ansätze 
führten zu klinischen Translationen bei denen unter anderem verschiedene Stammzelltypen in 
den Menschen transplantiert wurden. Die Ergebnisse klinischer Studien waren jedoch teils 
widersprüchlich und zeigten nur eine begrenzte Optimierung der Herzleistung und des Remo-
delings nach MI. Ein Verständnis grundlegender Mechanismen auf dem Gebiet der Stamm-
zelltherapie ist eine Voraussetzung, um das vorhandene Potential stärker auszuschöpfen [67].  
  
1.3.1 Stammzellen für die Herzregeneration 
Stammzellen stellen undifferenzierte Zellen dar, die die Fähigkeit zur Selbsterneuerung besit-
zen. Sie können klonal aus einer einzelnen Zelle hervorgehen und in verschiedene Zellarten 
und Gewebearten differenzieren. Je nach Quelle zeigen die Zellen Unterschiede in ihrer Dif-
ferenzierungsfähigkeit. So zeigen embryonale Stammzellen (engl. ESCs) einen pluripotenten 
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Charakter und können in Zellen und Gewebe aller drei Keimblätter (Entoderm, Mesoderm und 
Ektoderm) differenzieren. Zu den multipotenten Stammzellen zählen unter anderem mesen-
chymale Stammzellen (engl. MSCs). Sie können entlang der mesodermalen Keimblattlinie dif-
ferenzieren. Residente Stammzellen können dagegen nur terminal differenzierte Zellen eines 
bestimmten Gewebes bilden und werden daher als oligopotent bezeichnet [68]. Aus dem Her-
zen konnten beispielsweise c-KIT+ (CD117) kardial residente Stammzellen isoliert werden [69]. 
Diese Zellen konnten in die drei Hauptzellpopulationen, nämlich funktionelle Kardiomyozyten, 
glatte Muskelzellen und Endothelzellen, differenziert werden [69]. 
Seit Beginn der Forschung auf dem Gebiet der kardialen regenerativen Medizin, wurden eine 
Reihe von verschiedenen Stammzelltypen isoliert, charakterisiert und auf ihr Regenerations-
potential untersucht [67]. Ihre Wirkung entfalten sie unter anderem durch parakrine Effekte auf 
residente Zellen, wodurch sie das Überleben, die Entzündung, die Angiogenese, die Reparatur 
und die Regeneration beeinflussen können [70].  
 
1.3.1.1 Embryonale Stammzellen  
Thomson et al. beschrieben ESCs als von Blastozysten abgeleitete Stammzellen mit einem 
pluripotenten Charakter [71]. Sie stellen, durch ihre Möglichkeit in Kardiomyozyten zu differen-
zieren, eine geeignete Zellquelle mit kardialer Regenerationsfähigkeit dar. Es wurden in der 
Vergangenheit eine Vielzahl an Differenzierungsprotokollen etabliert, die unter anderem auch 
eine Differenzierung in kardiomyozytäre Subtypen vornahmen. Hierbei ist besonders der 
ventrikuläre Phänotyp von großem Interesse für die regenerative Medizin [72]. Mehrere prä-
klinische Studien zeigten gute Transplantationsergebnisse von ESC-abgeleiteten Kardiomyo-
zyten. Sie zeigten nach Transplantation eine elektromechanische Integration, Verbesserung 
der Herzfunktion und Eindämmung des pathologischen Remodelings [67, 73–76]. Eine Trans-
lation erfolgte im Rahmen einer klinischen Phase-I-Studie (ESCORT, NCT02057900), bei der 
ESC-abgeleitete kardiale Progenitorzellen, eingebettet in ein Fibrinpflaster, während einer aor-
tokoronaren Bypass-Operation auf das Epikard abgegeben wurden. Eingeschlossen wurden 
6 Patienten mit einer schweren linksventrikulären Dysfunktion (mittlere linksventrikuläre Ejek-
tionsfraktion (LVEF) von 26%). Die Patienten zeigten in der Nachuntersuchung kein Tumor-
wachstum und keine Arrhythmien, wodurch sich die kurz- und mittelfristige Sicherheit der Me-
thode nachweisen ließ [77]. Eine Verbesserung der Symptomatik von NYHA III auf NYHA I, 
sowie eine Steigerung der LVEF um bis zu 10% konnte in Einzelanalysen nachgewiesen wer-
den [78]. Diese Ergebnisse verdeutlichen das große Potential der ESCs in der regenerativen 
Medizin. Eine weitere klinische Translation wird jedoch durch zahlreiche Risiken weiter behin-
dert.  
Immunabstoßung durch Alloimmunisierung, genetische Instabilität und onkogenes Potential 
stellen dabei die aktuell wichtigsten wissenschaftlichen Herausforderungen dar [67]. Diese 
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müssen auch in Zukunft eng mit ethischen und politischen Fragen diskutiert werden, um die 
Forschung auf diesem Gebiet angemessen voranzubringen [79].   
 
1.3.1.2  Knochenmark abgeleitete adulte Stammzellen 
Im Knochenmark befindet sich eine Vielzahl an reifen- und unreifen Zellsubpopulationen. Bitt-
ner et al. zeigten an dystrophischen Mäusen, dass es nach einer Knochenmarktransplantation 
zu einer Rekrutierung von Zellpopulationen in den geschädigten Bereich kam. Dagegen 
konnte in einer parallel untersuchten Kontrollgruppe keine Rekrutierung beobachtet werden 
[80]. Die Gruppe um Orlic et al. injizierte in der „frühen Phase“ nach dem MI die aus dem 
Knochenmark isolierten mononukleären Zellen (engl. MNCs) in das angrenzende Infarktareal 
transgener Mäuse und konnten in der Analyse de-novo erzeugtes Myokard nachweisen [81]. 
Diese präklinischen Ergebnisse führten zu einer verstärkten klinischen Translation. Die isolier-
ten MNCs enthielten unter anderem hämatopoetische (engl. HSCs)- und endotheliale Proge-
nitorzellen (engl. EPCs), sowie mesenchymale Stammzellen (engl. MSCs) [82]. Studien mit 
intrakoronarer oder intramyokardialer Applikationen solcher Zellen zeigten jedoch inkonsis-
tente Ergebnisse, die auch von Metaanalysen bestätig wurden [83–88]. 
In klinischen Studien wurden beispielsweise aus dem Knochenmark isolierte hämatopoetische 
und endotheliale Progenitorzellen wie CD133+-Stammzellen im Rahmen einer aortokoronaren 
Bypass-Operation in das menschliche Herz injiziert. Eine kurzzeitig verbesserte Herzfunktion 
und Myokardperfusion [89, 90], konnten sich jedoch nicht mit den Langzeit-Follow-up Daten 
decken [91, 92]. In der von Steinhoff et al. initiierten klinischen Phase-III-Studie (PERFECT, 
NCT00950274) zeigte sich eine Verkleinerung der Infarktnarbe und eine verbesserte Myokard-
perfusion [93]. Mittels systemmedizinischer Analysen konnten relevante Einflussfaktoren für 
Responder nach CD133+-Stammzell-Therapie erarbeitet werden. Im Blut zirkulierende 
Stammzellpopulationen nach Mobilisation aus dem Knochenmark sowie die Spiegel verschie-
dener Wachstumsfaktoren und Chemokine waren hierbei von entscheidender Bedeutung, um 
eine signifikante Verbesserung der Herzfunktion zu erreichen [93]. 
 
1.3.1.3  Mesenchymale Stammzellen  
Im Jahr 2017 zeigten Kanelidis et al. in einer Metaanalyse präklinischer Studien, dass eine 
MSC-Therapie in Tiermodellen sowohl nach akutem MI, als auch bei ischämischer Kardiomyo-
pathie die Herzfunktion verbesserte. Dabei wiesen Sie auch auf eine Überlegenheit der trans-
endokardialen Stammzellinjektion im Vergleich zur intramyokardialen, intravenösen und intra-
koronaren Infusion hin [94]. Eine Verringerung der Fibrose, Neovaskularisation und Neomyo-
genese scheinen dabei die drei dominanten Mechanismen der MSC-induzierten Herzreparatur 
darzustellen [95]. Im Rahmen der klinischen PROMETHEUS-Studie (NCT00587990) wurden 
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autologe MSCs während einer aortokoronaren Bypass-Operation intramyokardial in akineti-
sche / hypokinetische Bereiche injiziert. Nach 18 Monaten zeigten die Patienten eine verrin-
gerte Narbengröße, eine verbessere Gewebeperfusion, sowie eine Verbesserung der links-
ventrikulären Herzfunktion [95]. Weitere klinische Studien wiesen jedoch eine Diskrepanz der 
Ergebnisse auf und zeigten keine signifikanten Vorteile der MSC-Therapie im Vergleich zu 
Kontrollgruppen [96–98].    
Die hochwertig durchgeführten klinischen Studien deuten auf eine sichere Anwendung der 
MSC-Therapie beim Menschen, sowie einen teilweise signifikant verzeichneten Therapieerfolg 
hin. Dennoch bleiben viele Fragen bislang unbeantwortet, so dass es in Zukunft wichtig sein 
wird, die Biologie und Reparationsmechanismen der verschiedenen MSC-Arten weiter zu op-
timieren. Dabei spielt vor allem das Verständnis der synergistischen Wirkweisen zwischen 
Stammzellen und anderen sowohl endogenen als auch exogenen Zelltypen eine wichtige Rolle 
[99]. Im Rahmen aller aufgeführten Stammzellarten sprechen Studien dafür, dass Patienten-
merkmale wie beispielsweise Komorbiditäten, Medikation und kardiovaskuläre Risikofaktoren 
die Anwendung deutlich beeinflussen können [67, 100, 101]. So plädieren Becher et al. für die 
Implementierung personalisierter Stammzell-Therapiestrategien auf Grundlage individueller 
Patientenmerkmale [101].   
 
1.3.1.4  Kardiale Progenitor- und Stammzellen  
Seit dem Nachweis, dass im adulten Herzen ein begrenzter Kardiomyozytenumsatz stattfindet, 
wurden verschiedene Populationen an kardialen Progenitor- (engl. CPCs) und kardialen 
Stammzellen (engl. CSCs) beschrieben [63, 64, 66]. Dazu zählen vor allem Insulin-Gen-En-
hancer-Protein-1+- (engl. ISL -1+), Epikard abgeleitete Zellen- (engl. EPDCs), c-KIT+-  (CD117) 
Zellen, Stammzell-Antigen-1+- (engl. SCA1+) und Thrombozyten-abgeleiteter-Wachstumsfak-
torrezeptor-α+- (engl. PDGFRα+) Zellen [102–106].  
Kardiale c-KIT+-Zellen zeigten teilweise eine Expression kardialer Transkriptionsfaktoren 
(NKX2.5, GATA 4 und MEF2C) und wiesen die Fähigkeit zur Differenzierung in Kardiomyozy-
ten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen auf [62]. Bolli et al. zeigten im MI-Schweinemodell, 
dass nach intrakoronarer Infusion von c-KIT+-Zellen die Herzfunktion verbessert und die An-
giogenese gefördert werden konnte [107]. Die Gruppe um Zwetsloot et al. führte eine systemi-
sche Analyse von 80 MI-Tierstudien durch, um die Gesamtwirkung von CSCs in präklinischen 
Studien zu ermitteln. Dabei zeigte sich nach CSC-Behandlung eine Steigerung der linksventri-
kulären Ejektionsfraktion (LVEF) um   ̴11% im Vergleich zur Kontrollgruppe [108].  
Die guten Ergebnisse führten 2011 zu einer ersten klinischen Phase-I-Studie (SCIPIO, 
NCT00474461). Patienten mit ischämischer Kardiomyopathie erhielten im Rahmen einer aor-
tokoronaren Bypass-Operation, eine intrakoronare Infusion von KIT+-CSCs. Unerwünschte Er-
eignisse blieben aus und Kontrollen mittels Magnetresonanztomographie zeigten 4 und 12 
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Monate nach der Infusion eine Verbesserung der Herzfunktion mit  Abnahme des Infarktareals 
[109]. Eine weitere randomisierte kontrollierte klinische Phase-II-Studie (PERSEUS, 
NCT01829750) zeigte bei Patienten mit univentrikulärer Herzerkrankung, nach intrakoronarer 
CPC-Infusion, eine verbesserte Herzfunktion und einen positiven Einfluss auf das pathologi-
sche Remodeling nach MI, im Vergleich zur Kontrollgruppe [110]. Vorteile, die für CSCs spre-
chen sind vor allem die autologe Transplantationsfähigkeit, die in klinischen Studien nachge-
wiesene Sicherheit und das geringe Potential zur Tumorbildung. Auf der anderen Seite ist eine 
Zellgewinnung nur durch eine invasive Myokardbiopsie möglich, außerdem besteht bislang 
eine unzureichende Zellcharakterisierung und teils widersprüchliche Ergebnisse bezüglich ih-
res kardiovaskulären Differenzierungspotentials [67].  
 
1.3.1.5  Induzierte pluripotente Stammzellen 
Yamanaka et al. beschrieben in 2007 die Erzeugung von humanen induzierten pluripotenten 
Stammzellen (engl. iPSCs) aus somatischen Zellen durch die retrovirale Einführung der vier 
definierten Transkriptionsfaktoren: Oct3/4, Sox2, Klf4, and c-Myc  [111]. iPSCs zeigen die Ei-
genschaft zur Selbsterneuerung und können sich in unterschiedliche Gewebe- und Zellarten 
differenzieren, einschließlich Kardiomyozyten [112]. Sie bieten die Möglichkeit Prinzipien der 
Kardiogenese auf die regenerative Medizin anzuwenden und so Physiologie und Krankheiten 
auf zellulärer Ebene weiter zu untersuchen [112, 113]. Präklinische Studien deuten darauf hin, 
dass aus iPSCs differenzierte Kardiomyozyten, sich positiv auf die Herzfunktion und das pa-
thologische Remodeling auswirken können [114–118]. Neuartige Methoden wie beispiels-
weise das „Next-Generations-Sequenzing“ ermöglichten jedoch den Nachweis von genomi-
schen Instabilitäten in iPSC-Linien. Diese könnten auf eine bereits vorhandene Instabilität in 
den adulten Ursprungszellen oder durch Prozesse bei der Reprogrammierung zurückzuführen 
sein [67]. Es wurde gezeigt, dass genomische Instabilitäten und Mutationen in jedem Stadium 
auftreten können. Dieses potentielle onkogene Potential stellt eine große Herausforderung dar 
[119]. So bedarf es in Zukunft weiterer Verbesserung, um eine sichere klinische Translation 







1.4 Mesenchymale Stammzellen und ihre herzmedizinische Relevanz 
1.4.1 Definition und Charakterisierung 
Mesenchymale Stammzellen (engl. MSCs) erfreuen sich aufgrund ihrer residenten, multipo-
tenten und regenerativen Eigenschaften seit über zwei Jahrzehnten großer Beachtung in der 
biomedizinischen Forschung und stellen unter anderem einen vielversprechenden Therapie-
ansatz des MI und seiner begleitenden Folgen dar. In der Literatur wurde eine Vielzahl an 
unterschiedlichen Oberflächenmarkern zur Identifizierung und Isolierung von MSCs beschrie-
ben. Eine Isolation aus vielen Geweben und Organen einschließlich Knochenmark, Fettge-
webe, Plazenta, Nabelschnur, Herz und peripheren Blut wurde gezeigt [99, 106, 120, 121]. 
Friedenstein et al. konnten um 1970 erstmals eine Untergruppe spindelförmiger, klonogener 
Progenitorzellen aus dem Knochenmark des Menschen isolieren, die nicht zu den hämato-
poetischen Stammzellen zählten [122]. Da diese Zellen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung 
und Differenzierung zeigten, bezeichnete Caplan sie einige Jahre später als mesenchymale 
Stammzellen [123]. Über die Jahre wurden weitere Veränderungen der Nomenklatur vorge-
schlagen und unterschiedliche Begriffe geprägt. So wurden MSCs [123] unter anderem als 
stromale Stammzellen [124], mesenchymale Progenitorzellen [125], skelletale Stammzellen 
[126] oder medizinische Stammzellen [127] bezeichnet. Die internationale Gesellschaft für 
Zelltherapie (engl. ISCT) veröffentlichte 2006 definierende Kriterien für humane MSCs (siehe 
Abb. 1.2). Danach sind MSCs multipotente Zellen, die auf Kunststoffoberflächen adhärieren, 
eine fibroblastenähnliche Morphologie aufweisen, bestimmte Oberflächenantigene exprimie-









Die Kriterien der ISCT führten zu einer einheitlichen Charakterisierung von isolierten MSCs in 
vitro und einer Vergleichbarkeit zwischen den Laboren [128]. Die Definition lieferte weiterhin 
wichtige Grundlagen, auf deren Basis die Homogenität der isolierten MSCs in Kultur weiter 
vorangebracht werden konnte. Auch wenn damals schon erkannt wurde, dass die Kriterien mit 
einer gewissen Flexibilität anzuwenden sind [128]. 
Humane MSC-Kriterien der ISCT 
• Adhärenz auf Kunststoffoberflächen 
• ≥95% der MSC-Population müssen CD73, CD90 und CD105 exprimieren 
• ≤2% der MSC-Population dürfen CD34, CD45, CD14 oder CD11b, CD79α oder 
CD19 und HLA II exprimieren 
• Multipotentes Differenzierungspotential  
 
Abb. 1.2: Humane MSC-Kriterien. (nach Dominici et al. [128]) 
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So wurde interessanterweise gezeigt, dass MSCs, die aus Fettgewebe isoliert wurden, für eine 
gewisse Zeit eine Expression von CD34 zeigen, der laut ISCT-Definition als Ausschlussmarker 
dient [129, 130]. Durch die weitere Berücksichtigung von negativen Expressionsmarkern sollte 
eine noch bessere Abgrenzbarkeit der isolierten Zellpopulation von hämatopoetischen Zellen 
ermöglicht werden [128]. Seither sind viele Marker dazugekommen, die das MSC-Pannel beim 
Menschen vergrößerten [131].  
In präklinischen Tierexperimenten zeigten sich hingegen keine festgelegten Kriterien für die 
Identifizierung von tierischen MSCs. Die isolierten Zellen erwiesen zwar ebenfalls die Fähigkeit 
auf Kunststoffoberflächen zu adhärieren und entlang der mesodermalen Linie zu differenzie-
ren, zeigten aber Unterschiede im Antigen-Expressionsprofil zwischen den verschiedenen 
Spezies [132]. Da sich diese Arbeit mit der Charakterisierung von kardialen MSCs im Nage-
tiermodell beschäftigt, wird nachfolgend auf das MSC-Antigen-Expressionsprofil dieser Spe-
zies eingegangen. Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 1.1) gibt einen Überblick über die unter-
schiedlichen MSC-Oberflächenmarker von Nagetieren, unterschieden nach Zellquellen:  
 































































Durch das vielseitige Expressionsprofil mesenchymaler Oberflächenmarker spielen indirekte 
Nachweismethoden eine wichtige Rolle. Neben der Adhärenz auf Kunststoffoberflächen und 
der multipotenten Differenzierbarkeit ist auch das Verhalten und die Expansion in der Zellkultur 
ein wichtiger indirekter Identifikationsmarker von MSCs. Durch ihre Selbsterneuerungskapazi-
tät sind sie typischerweise nach Aussaat in der Lage, aus einzelnen Zellen klonogene fibro-
blastenähnliche Zellen (engl. CFU-F) zu bilden. Dabei spielt die Dichte der ausgesäten Zellen 
keine Rolle, was bedeutet, dass die Bildung selbst bei niedrig ausgesäten Zelldichten möglich 
ist [137]. Es wurde jedoch gezeigt, dass für die Ausprägung der CFU-F Bildung die Dichte an 
proliferativen Progenitorzellen in der ausgesäten Population entscheidend ist [138]. So konn-
ten Ganguly et al. nachweisen, dass eine altersbedingte Veränderung humaner Knochenmark-
MSCs zu einer Verringerung ihrer proliferativen Kapazität führte, was die Gruppe auf den Ver-
lust von proliferativen Progenitorzellen zurückführte [138]. 
 
1.4.2 Regeneratives Potential  
Die etablierte Isolation und sichere Möglichkeit der Allotransplantation machen MSCs so at-
traktiv für die regenerative Medizin [139]. Wakitani et al. zeigten in 1995 erstmals, dass MSCs 
aus postnatalen Organismen eine Quelle für myokardiale Progenitorzellen darstellen und bei 
der myogenen Regeneration eine Rolle spielen [140]. Weitere Arbeiten stellten das große Po-
tential adulter MSCs für regenerative Prozesse von kardiovaskulärem Gewebe dar [141, 142].  
Auf Grundlage dieser Erkenntnisse erfolgten viele Versuche auf diesem Gebiet. Eine Umpro-
grammierung von MSCs in differenzierte Kardiomyozyten konnte sowohl in vivo als auch in 
vitro berichtet werden [143–145]. Weiterhin, um Aussagen über genaue Wirkmechanismen 
der MSCs im ischämischen und postischämischen Herzen zu treffen, wurden viele experimen-
telle Untersuchungen vorgenommen. Dabei konnte gezeigt werden, dass trotz Funktionsver-
besserung der ventrikulären Funktion, der Beitrag von MSCs zu einem möglichen Kardiomyo-
zytenersatz keinen eindeutigen therapeutischen Mechanismus darstellt [95, 98, 99, 146]. Die 
positive Wirkung der transplantierten MSCs wurden vorwiegend auf parakrine Signale zurück-
geführt, die die endogene Kardiomyogenese, Angiogenese, Zytoprotektion, Hemmung der 
Fibrose sowie Entzündung und Stimulation residenter Stammzellen fördern können [147, 148]. 
Es wurde gezeigt, dass MSCs in der Lage sind Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine 
freizusetzen und damit die genannten regenerativen Mechanismen unterstützen [149]. So 
konnte beispielsweise die Gruppe um Windmolders et al. zeigen, dass parakrine Faktoren in-
nerhalb eines konditionierten MSC-Mediums, die Migration residenter Stammzellen aus dem 
humanem Myokard verbesserte [150]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass MSCs durch die Ab-
gabe von kleinen Membranvesikeln, sogenannter Exosomen, die interzelluläre Kommunika-
tion steuern. Diese Exosomen dienen unter anderem als Vehikel für Boten- (engl. mRNA) und 
mikro-Boten-RNA (engl. miRNA), die die Genexpression in der Zielzelle regulieren können. 
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Zusätzlich haben Zhang et al. im MI-Rattenmodell gezeigt, dass die Vorbehandlung kardialer 
Stammzellen mit MSC-Exosomen zu einem verlängerten Überleben, verringerter kardialer Fi-
brose und langfristig gesteigerter Herzfunktion führte [151].   
MSCs bilden in vielen Organen und Geweben einschließlich dem Herzen, gemeinsam mit re-
sidenten Stammzellen und Fibroblasten eine Stammzellnische [152, 153]. Diese Nischen bil-
den dynamische Einheiten, die durch intrinsische und extrinsische Faktoren kontrolliert wer-
den. MSCs sind in der Lage residente kardiale Stammzellen zu stimulieren. Dadurch kann eine 
Amplifikation und Differenzierung neuer adulter Kardiomyozyten ermöglicht werden. Die Er-
kenntnisse, dass durch die Interaktion mit residenten Wirtselementen neue Zellen entstehen 
können, bildet eine entscheidende Komponente für die Geweberegeneration und nachfol-
gende Studien [154]. Die Aufdeckung grundlegender Prozesse in der Interaktion zwischen 
MSCs und CSCs stellt weiterhin eine große Herausforderung für die zukünftige Wissenschaft 
dar [154]. Eine Verbesserung der Definition und der Lokalisierung von kardialen Stammzellni-
schen beschreibt eine Grundvoraussetzung für weitere Angriffspunkte der Forschung [155]. 
Erstmalig konnten Chong et al. MSC-ähnliche, CFU-F bildende Zellen aus dem Mäuseherz 
isolieren. Mit Hilfe der Abstammungslinien und Embryonenanalysen konnte ein proepikardialer 
Ursprung dieser Zellen ausgemacht werden [106]. Das Epikard als äußere Schicht des Her-
zens, spielt eine wichtige Rolle in der Herzentwicklung [156]. Das Epikard entsteht aus dem 
Proepikard. Dies beschreibt eine Population an embryonalen Progenitorzellen, die neben der 
Epikardbildung, auch an der Entwicklung des kardialen Interstitiums und des Koronarge-
fäßsystems beteiligt sind [157–160]. Nach Bildung des primitiven Epikards durch mesen-
chymal-epitheliale Transition (MET) erfahren einige epikardiale Epithelzellen eine epithelial-
mesenchymale Transition (EMT). Die entstandenen mesenchymalen Zellen werden als „epi-
cardium-derived-cells“ (engl. EPDCs) bezeichnet [157]. Sie können in Kardiomyozyten, kardi-
ale Fibroblasten, Koronarendothelzellen, sowie in glatte Muskelzellen differenzieren [161, 162] 
(siehe Abb. 1.3).  
Das durch die EMT entstandene Mesenchym ist an verschiedenen Orten an der Entwicklung 
embryonaler kardialer Strukturen beteiligt [157]. Neben der Organogenese spielen EMT-ähn-
liche Prozesse auch bei physiologischen Reaktionen auf Verletzungen oder Gewebeschädi-
gungen eine Rolle [163]. Bemerkenswerterweise konnten Lepilina et al. bei Zebrafischen, die 
einer linksventrikulären Apexresektion unterzogen wurden, eine Proliferation von Progenitor-
zellen beobachten, die präkardiale Marker exprimierten. Weiterhin beschrieben Sie eine Aus-
dehnung des epikardialen Gewebes, was zu einer Epithelabdeckung des betroffenen Myo-
kards führte. Somit zeigten Sie, dass eine Subpopulation an epikardialen Zellen eine EMT 
durchliefen und nach anschließender Differenzierung in Kardiomyozyten und Endothelzellen 
zur Regeneration des verletzten Areal beigetragen haben [164]. Im Mausmodell wurde ge-
zeigt, dass eine Ischämie zu einer erneuten epikardialen EMT und Migration führte [161]. 
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EPDCs, die durch eine Ischämie verstärkt aktiviert und gebildet wurden, durchliefen eine EMT 
und unterstützten nach anschließender Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen die Herz-
regeneration. Die beobachtete regenerative Kapazität war jedoch begrenzt und lieferte nur 












Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Entwicklung epikardialer Zelllinien durch EMT und MET.  
(modifiziert nach Smits et al.[162]) 
Das Proepikard besteht aus embryonalen Progenitorzellen. Diese lagern sich der Myokardoberfläche an und  
bilden nach einer EMT, als Epithelzellen das „primitive Epikard“. Einige, vom Epikard stammende Zellen 
(EPDCs), wandern in die subepikardiale Schicht ein und werden einer EMT unterzogen. EPDCs sind in der 






1.5.1 Identifikation intramyokardialer MSC-Nischen 
Die Erkenntnis, dass das adulte Säugetierherz kein postmitotisches Organ darstellt [62], son-
dern über Nischen mit dynamischen Stammzellpopulationen verfügt, lieferte einen wichtigen 
Fortschritt im Forschungsfeld der regenerativen Medizin [65, 106]. Dabei scheinen kardiale 
Progenitorzellen (CPCs)/ kardiale Stammzellen (CSCs), MSCs und vor allem ihre Interaktio-
nen großes Potential zur Regeneration des verletzten Myokards zu besitzen [154].  
 
Abb. 1.4: Intramyokardiale mesenchymale Stammzellnische mit Expression typischer  
MSC-Oberflächenmarker - nachgewiesen durch Immunfluoreszenzfärbung. (nach Klopsch et al. [155])  
(a) MI-Gruppe; Co-Lokalisierung von DDR2 und Vimentin in mesenchymalen Zellen und MSC-Clustern (a1) 
(b1-b5) MI-Gruppe; Vimentin-positive MSC-Cluster exprimieren typische MSC-Oberflächenmarker  
(b6) Kontrollgruppe; im nicht infarzierten Herzen wurden Vimentin-positive MSC-Cluster nur selten gefunden  
(c) MSC-Cluster im Periinfarktbereich exprimieren Proliferationsmarker (engl. PCNA) 
Maßstabsleiste: 10 µm 
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Die Etablierung von Methoden, die eine Isolation und weitere Charakterisierung von kardialen 
residenten Stammzellen ermöglichte, eröffnet neue Möglichkeiten für regenerative Therapie-
ansätze nach MI [155, 165–167]. Dabei deuten einige Studien daraufhin, dass Einblicke in die 
Nischenlokalisation und das dortige Zusammenspiel von residenten Stammzellen eine weitere 
wichtige Rolle spielen [65, 106, 167, 168]. Die Vorarbeit aus unserem Labor demonstrierte im 
postischämischen Rattenherz, 24 Stunden nach MI, eine starke Expression von Vimentin-po-
sitiven Zellclustern mit typischer MSC-Oberflächenmarker Co-Expression (siehe Abb. 1.4) 
[155]. 
Vimentin ist ein Typ-III-Intermediärfilament und Teil des Zytoskeletts mesenchymaler Zellen 
sowie von Zellen die eine EMT durchlaufen haben [169, 170]. Es wurde beschrieben, dass 
eine Myokardverletzung die EMT und damit eine verstärkte Vimentinexpression induziert 
[171].  
Klopsch et al. zeigten weiterhin, dass die Größe der MSC-Cluster 24 Stunden nach MI sowohl 
im Infarktbereich als auch im nicht infarzierten Bereich der Interventionsgruppe (MI-Gruppe) 
signifikant vergrößert waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe (Sham-Gruppe). Damit machten 
Sie deutlich, dass die identifizierten kardialen MSCs schon früh nach MI auf Ischämie anspre-
chen und aktiv proliferieren [155].   
 
1.5.2 Einfluss von Erythropoetin als kardioreaktiver Wachstumsfaktor 
Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoproteinhormon, dass in peritubulären Zellen der Niere und 
während der fötalen Entwicklung sowie beim Neugeborenen in der Leber gebildet wird [172]. 
In Säugetierzellen findet unter hypoxischen Bedingungen eine verstärkte Expression des Hy-
poxie-induzierten-Faktors-1α (engl. HIF-1α) statt [173]. Diese Hochregulation führt zu einer 
ansteigenden Bildung und Sekretion von EPO [174]. Das im Plasma zirkulierende Hormon 
bindet nachfolgend an den EPO-Rezeptor, der unter anderem auf erythroiden Progenitorzellen 
zu finden ist. Hier führt es über eine verstärkte Proliferation, Hemmung der Apoptose sowie 
Förderung der terminalen Differenzierung zu einer steigenden Anzahl an funktionsfähigen 
Erythrozyten [175]. Rekombinantes humanes EPO wird seit mehr als zwei Jahrzehnten zur 
Behandlung von Patienten mit chronischer Anämie eingesetzt [176]. Neben der Expression 
auf hämatopoetischen Zellen exprimieren auch zahlreiche nicht erythropoetische Zellen und 
Gewebe, einschließlich des Herzens, den EPO-Rezeptor [175, 177]. Auf Grundlage dieser 
Erkenntnisse zeigten Parsa et al. erstmals, dass eine periphere EPO-Infusion über die Akti-
vierung antiapoptotischer Zellkaskaden die Myozytenapoptose hemmen, die Infarktgröße re-
duzieren und somit zu einer verbesserten kardialen Funktion nach MI führen kann [178]. Es 
ist bekannt, dass EPO die Regeneration nach MI, über synergistische Effekte auf MSCs, ver-
stärken kann [179, 180]. Auch MSCs exprimieren einen EPO-Rezeptor, über diesen ihr angio-
genes Potential und ihre Proliferation gefördert werden kann [181]. Interessanterweise zeigten 
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Klopsch et al. darüber hinaus, dass eine direkte intramyokardiale EPO-Injektion eine frühzei-
tige Hochregulation von regenerativen Schlüsselproteinen induziert, über die es zu einer ver-
stärkten Rekrutierung von hämatopoetischen Stammzellen, endothelialen Progenitorzellen, 
MSCs und residenten kardialen Stammzellen kommt [180, 182]. Sie demonstrierten, dass eine 
epikardiale EPO-Abgabe bereits am ersten Tag nach einem MI die TGF-β (engl. Transforming 
Growth Factor β) und Wnt-Signalübertragung in den proliferierenden intramyokardialen MSC-
Clustern steigerte [180]. Aus vorherigen Arbeiten ist bekannt, dass TGF-β, sowie der Wnt-
Signalweg zu den wichtigen Regulatoren der EMT in Stammzellen zählen, in dem sie zu Än-
derungen des Transkriptionsprogrammes, des Phänotyps und der Migrationskapazität führen 
[183, 184].    
Über diese Mechanismen führte die intrakardiale EPO-Supplementierung nach MI zu einer 
verminderten Kardiomyozytenapoptose, reduzierten Inflammation und Fibrose, sowie einer 
Verbesserung der ventrikulären Funktion [182, 185]. Die regenerativen Einflüsse von EPO 
schrieben Klopsch et al. vor allem der Proliferationsinduktion und Regulation der myokardialen 
Stammzellnische zu [180]. Dabei scheinen Parameter wie die EPO-Abgabe, Dosierung, sowie 
der Zeitpunkt der Supplementierung wichtige Einflussgrößen darzustellen, die für eine Verbes-
serung der therapeutischen Wirkung Optimierung bedürfen [182, 186–188]. Interessanter-
weise zeigten Klopsch et al., dass die epikardiale EPO-Applikation die frühen intrakardialen 
Regenerationsmechanismen nach MI aktivieren konnten und schlossen daraus, dass EPO am 
vielversprechendsten wirken könnte, wenn es lokal und so zeitnah wie möglich nach akuten 
ischämischen Schäden verabreicht würde [180].  
Die Transplantation oder Stimulation von MSCs im postischämischen Säugetierherz, auf 
Grundlage ihrer regenerativen Eigenschaften, besitzt auch weiterhin ein großes Potential. Eine 
geringe Überlebenszeit dieser Zellen schränkt jedoch ihre therapeutische Wirkung stark ein 
und Bedarf gezielter Verbesserung [189]. Die kombinierte Gabe von EPO steigert neben den 
regenerativen Eigenschaften, auch die Apoptoseresistenz der MSCs [190, 191]. Bemerkens-
werterweise zeigten Copland et al., dass durch retrovirale Transduktion muriner MSCs mit 
EPO, ihre Regenerationsfähigkeit über autokrine und parakrine Effekte gesteigert wurde [191]. 
Eine Verstärkung von regenerativen Schlüsselmechanismen und proangiogenen Signalen in-
nerhalb der MSC-Nische kann die Regeneration nach MI fördern [180].   
Nach diesen positiven Einflüssen von EPO im Tiermodell zeigten klinische Studien jedoch eher 
enttäuschende und zum Teil zweideutige Ergebnisse [192, 193].  
Die Erkenntnisse verdeutlichen das große Potential von EPO als pleiotropen Wachstumsfaktor 
in den unterschiedlichsten Bereichen, einschließlich der Herzmedizin. Sie zeigen auf der an-
deren Seite aber auch die Schwierigkeiten der optimalen Anwendung, um einen größtmögli-




1.6 Ziele dieser Arbeit 
Für eine gezielte Steuerung der Regeneration nach einem Myokardinfarkt (MI), ist eine genaue 
Definition und Lokalisierung der Stammzellnischen sowie eine Untersuchung von zellspezifi-
schen Mechanismen kardial residenter Zellpopulation von großer Bedeutung. Bisher existieren 
keine schlüssigen Daten bezüglich relevanter Zellquellen zur Regeneration des MI. Allerdings 
lieferten wissenschaftliche Vorarbeiten innerhalb der letzten 10 Jahren Erkenntnisse zu spezi-
fischen kardialen MSC-Nischen. Diese verdeutlichten gleichzeitig die Notwendigkeit der Etab-
lierung von Methoden und Standardisierung von Protokollen für die Isolation sowie Kultivierung 
gewebespezifischer kardialer MSCs. Dies ist eine Grundvoraussetzung, um die in vitro-Cha-
rakterisierung zu fördern und eine Vergleichbarkeit zwischen den Forschungseinrichtungen zu 
leisten, die diese Zellen als Referenz nutzen [65, 106, 168]. 
In unseren Vorarbeiten konnten wir eine intramyokardiale CD29+ CD44+ CD90+ CD105+ 
PDGFRα+ DDR2+ MSC-Nische mittels Immunfluoreszenzfärbung in kardialen Gewebeschnit-
ten im Rattenherz identifizieren, die früh nach MI in Form von Clustern aktiv proliferierte. Diese 
Ergebnisse lieferten einen wichtigen Ansatz zur Identifikation intrakardialer MSC-Nischen nach 
MI und bilden die Grundlage für weiterführende Experimente, die das Verständnis dieser Zel-
len weiter fördern können [155].  
Aufbauend auf diesen Ergebnissen liegt das Ziel dieser Arbeit in der Etablierung und Standar-
disierung einer Methodik im Rattenmodell zur Identifizierung und Isolation einer gewebespezi-
fischen kardialen MSC-Subpopulation, die früh nach MI eine Aktivierung und Proliferation auf-
weist. Anhand der Expression MSC-spezifischer Oberflächenmarker sollen die isolierten mo-
nonukleären Zellen (engl. MNCs) durchflusszytometrisch charakterisiert und anschließend 
sortiert werden. Darüber hinaus soll die kultivierte MNC-Subpopulation in vitro auf ihre multi-
potenten, angiogenen und kardiomyogenen Eigenschaften weiter untersucht werden. Außer-
dem soll der therapeutische Einfluss von Erythropoetin als pleiotroper Wachstumsfaktor auf 
das angiogene und kardiomyogene Differenzierungspotential der isolierten Zellsubpopulation 
ermittelt werden. 
Das Hauptziel dieser Arbeit ist die Generierung eines standardisierten Protokolls für die Isola-
tion einer kardialen MSC-Subpopulation, die im Labor jederzeit als Referenzzelle oder für wei-
tere experimentelle Forschung zugänglich ist. Darüber hinaus sollen mit diesen Zellen sowohl 
in vitro als auch in vivo Versuche gestaltet werden, um die Beantwortung grundlegender Fra-
gen zum Verständnis intrakardialer MSC-Nischen weiter voranzutreiben.  
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2. Material  
2.1 Geräte 
Tabelle 2.1: Verwendete Laborgeräte und Apparaturen  
Geräte Typ Hersteller 
Kleintierbeatmungsgerät SAR-830P IITC-Life Science 
Operationstisch HI 1220 Leica 
Operationsmikroskop OPM 241 F Carl Zeiss 
Pipetten Eppendorf Research 
Pipetten (2,5-1000µl) 
Eppendorf 
 Pipetboy Integra Bioscience 
Zentrifuge Multifuge 1S-R Heraeus 
Schüttler Vortex Genie 2 Scientific-Industries 
Wasserbad WNB Basic Memmert 
Durchflusszytometer (FACS) BD™ FACS LSRII BD Bioscience 
 BD™ FACS Aria IIIu BD Bioscience 
Fluoreszenzmikroskop  
(Konfokales Laser Scanning 
Mikroskop) 
ELYRA PS.1 LSM 780 Carl Zeiss 
Durchlichtmikroskop Axiovert 40 CFL Carl Zeiss 
 MZ 12.5 Leica 
Mikroskopkamera DFC 420c Leica 
 Axio Cam MRm Carl Zeiss 





Inkubator CB 150  Binder 
Hämozytometer TC20 Automated Cell  
Counter 
Bio Rad 
Kryostat CM 1900 Leica 
Sterilwerkbank Safeflow 1.2 Nunc 
Autoklav V-150 Systec 




Tabelle 2.2: Verwendete Software mit Typen- und Herstellerbezeichnung 
Software Typ Hersteller 
Schreib-Software Office-2019 Microsoft 




Planimetrie-Software Zeiss Axio Vision  
LE Rel. 4.5 
Zeiss 
Mikroskop-Software ZEN 2011, blue edition Zeiss 
Statistik-Software SigmaStat 3.0 SPSS 
 SigmaPlot 9.0 SPSS 










Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterialien mit Typen- und Herstellerbezeichnung 
Produkt Typ Hersteller 
Zellkulturflaschen 50 ml (25 cm2), 250 ml  
(75 cm2), 650 ml (175 cm2) 
Greiner Bio-One 
Multiwellplatten Cellstar® – 24 Well Cell  
Culture Plate 
Greiner Bio-One 
 Tissue Culture Testplatte 6 TTP 
Deckgläschen Borosilikatglas, rund,  
13 mm Ø 
Marienfeld 
Röhrchen Cellstar® - 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One 
Pipettenspitzen Ultratip Greiner Bio-One 
Serologische Pipetten 2 ml, 10 ml, 25 ml TPP 
Objektträger Glas, 76×26×1 mm Marienfeld 
Hydrophobischer Stift PAP pen 1 unit Abcam 
Reaktionsgefäße Safe-Lock Tubes  
(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) 
Eppendorf 
Zellsieb 40 µm, 100 µm BD Falcon 
FACS-Röhrchen 5 ml BD Falcon 








2.4 Standard- und Pufferlösungen 
Tabelle 2.4: Zusammensetzung von Lösungen und Puffern 
Puffer / Lösung Zusammensetzung 
PBS (PAN-Biotech)  70 mM NaCl 
 1,5 mM KCl 
 4 mM Na2HPO4 × 2H2O 




PBS* / 2 mM EDTA PBS* (PAN-Biotech) 
 0,4% 0,5 M EDTA (Life Technologies) 
 pH 8,0 
 
MACS®-Puffer (Miltenyi-Biotec GmbH) 
 
PBS  
 0,5% Rinderserumalbumin (BSA) 





sche Analyse (Blockade der nicht-spezifi-






3% BSA   
  
HBSS*-Puffer (Gibco) 5,33 mM KCl 
 0,44 mM KH2PO4 
 4,16 mM NaHCO3 
 
137,93 mM NaCl 
 0,34 mM Na2HPO4 
 5,55 mM D-Glukose 








HBSS-Puffer (mit Ca2+ und Mg2+) HBSS*  mit Zusatz von: 
 1,26 mM CaCl2 
 0,49 mM MgCl2 
 0,41 mM MgSO4 
 pH 6,7-7,8 
  
Enzymatischer Cocktail  Kollagenase I 
 Kollagenase XI 
 Hyaluronidase I 
 DNase I 
 HBSS-Puffer (mit Ca2+ und Mg2+) 
  
DMEM-10 DMEM plus 
 10% FBS 
 1% Penicillin-Streptomycin 
 
*) alle Puffer ohne Ca2+ und Mg2+ 
 
2.5 Medien 
Tabelle 2.5: Verwendete Zellmedien und Zusammensetzung 
Medium Hersteller 
DMEM (Dulbecco's modified eagle  
medium, hoher Glukosegehalt)  
Gibco (Thermo Fisher Scientific) 
α-MEM (Minimum essential medium α) Gibco (Thermo Fisher Scientific) 
DMEM/F-12 (Dulbecco's modified eagle-
medium, Nährstoffmischung F-12) 
Gibco (Thermo Fisher Scientific) 
EGM-2 (Endothelial cell growth medium-2) 
 
Lonza 
Gefriermedium (Recovery cell culture free-
zing medium) 





Tabelle 2.6: Verwendetes Operationsbesteck mit Typen- und Herstellerbezeichnung 
Produkt Typ Hersteller 
feine Pinzette gerade, 5-Inox Dumont 
Mikroskopierpinzette gebogen; 130 mm AESCULAP 
feine Schere La Grange; gezähnt;  
110 mm 
AESCULAP 
Mikrofederschere mit  
Flachgriff 
NOYES; 125 mm AESCULAP 
Mikrofederschere mit  
Flachgriff 
VANNAS; 85 mm AESCULAP 
Nadelhalter Masing; 130 mm AESCULAP 
Wundspreizer Logan; 50 mm AESCULAP 
chirurgische Schere Standard Modell; 145 mm AESCULAP 
Nahtmaterial 6-0 Prolene; nicht  
resorbierbar 
Ethicon 
 2-0 PDS II; resorbierbar Ethicon 
 5-0 Safil; resorbierbar B.Braun 
Venenverweilkanüle Vasofix; 17 Gauge B.Braun 
Spritzen 1 ml Spritzen; Typ Omnifix B.Braun 
 2 ml Spritzen Becton Dickinson Discardit 
 10 ml Spritzen Becton Dickinson Discardit 
steriles-Skalpell 160 mm Dahlhausen 




Tabelle 2.7: Verwendete Medikamente mit Herstellerbezeichnung 
Medikament Hersteller 
Diethyläther J.T. Baker 
Narcoren® (Pentobarbital-Natrium) Sigma-Aldrich Chemie 
Fentanyl (Fentanylcitrat) Janssen 
Vetalgin® MSD-Tiergesundheit 
Isotone Kochsalzlösung (NaCl 0,9%)   B.Braun 
Sauerstoff (99,5%) Messer Griesheim 
Druckluft Messer Griesheim 
Natriumchlorid (99,5%) Carl Roth 






Tabelle 2.8: Verwendete Kits mit Inhalt und Herstellerbezeichnung 
Kit Inhalt Hersteller 
Funktionelles MSC-Identifi-
kationskit für die Ratte 
Adipogenes Supplement R&D Systems 
(SC020) Osteogenes Supplement   




 anti-mFABP4 (#967799)  
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 anti-hAggrecan (#967800)  
 
 
anti-hOsteocalcin (#967801)  
Zell-Markierungs-Kit (Qtra-
cker® 565 Cell Labeling Kit)  
Qtracker® nanocrystals  
(Component A) 
Thermo Fischer Scientific 




            
2.9 Antikörper und Chemikalien 
Tabelle 2.9: Verwendete Chemikalien und Antikörper mit Herstellerbezeichnung und Katalognummer 
Produkt Hersteller 
CD29 monoklonaler Antikörper  
(11-0291) 
eBioscience 
CD44H monoklonaler Antikörper  
(12-0444) 
eBioscience 
CD45 monoklonaler Antikörper  
(17-0461)  
eBioscience 
CD90 monoklonaler Antikörper  
(202510) 
BioLegend 
CD105 monoklonaler Antikörper  
(#05-1424) 
Millipore 
DDR2 (CD167b) polyklonaler Antikörper 
(bs-4194R) 
Bioss 
PDGFRα polyklonaler Antikörper  
(#3164) 
Cell Signaling 
Nkx2.5 Antikörper  
(sc-8697) 
Santa Cruz Biotechnology 
GATA4 Antikörper  
(#14-9980-80) 
eBioscience 
Esel-anti-Ziege Antikörper Alexa Fluor 488 
(A11055) 
Thermo Fisher Scientific 
Esel-anti-Maus Antikörper Alexa Fluor 488 
(A21202) 
Thermo Fisher Scientific 
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Ziege-anti-Ratte Antikörper Alexa Fluor 647 
(A21247) 
Thermo Fisher Scientific 
Triton X-100  
(T8787) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Normales Esel Serum                        
(D9663) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Fluoroshield® mit DAPI (4′,6-diamidino-2-
phenylindole) (F6057) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Zombie Aqua™ (Fixable Viability Kit)                 
(423101)  
Bio Legend 
ZellShield®                                               
(13-0050) 
Minerva Biolabs GmbH 
Fetales Kälberserum (FBS)                   
(P30-1302) 
PAN-Biotech 
Human Plasma Fibronektin                
(F0895) 
Millipore 
Ethanol absolut                      
(WAL105020500) 
Walter CMP GmbH 
Kollagenase I                                   
(SCR103) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Kollagenase XI                                   
(C7657) 
Sigma-Alrich Chemie 
Hyaluronidase I                                  
(H4272) 
Sigma-Aldrich Chemie 
DNase I                                       
(4716728001) 
Roche 
Bovines Rinderserum (BSA)              
(A1933) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Trypanblau-Farbstoff                          
(T8154) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Trypsin/EDTA                                         
(P10-023100) 
Pan Biotech 
Paraformaldehyd-Pulver                                
(P6148) 
Sigma-Aldrich Chemie 
Erythrozyten-Lyse-Puffer (RBC-lysis buffer) 
(00-4333-57) 
eBioscience 
Methanol                                          
(AH1116) 




Giemsas-Azur-Eosin-Methylenblaulösung   
(1.09204.0500) 
 
Sigma-Aldrich Chemie  
Matrigel® (Growth Factor Reduced)     
(354230) 
Corning Inc. 




























3.1 Tiere und Tierhaltung 
Dieses Projekt wurde vom Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei 
Mecklenburg-Vorpommern geprüft und genehmigt (Antragsnummer: LALLF M-V/TSD/7221.3-
1.1-010/11).  
Für die Versuchsdurchführung wurden 16 männliche Lewis Ratten (Rattus norvegicus) der 
Firma Charles River verwendet. Das Gewicht der Tiere lag durchschnittlich bei 279 g ± 22,0 g 
(Mittelwert ± Standardabweichung). Die Lewis-Ratte ist eine Inzucht-Ratte. Dies führt zu einem 
ähnlichen genetischen Profil der Tiere. Die Tiere wurden bis zur Operation unter Futter- und 
Wassergabe bei konstanten Temperatur-, Luftfeuchtigkeits- und Luftdruckverhältnissen gehal-
ten. 
 
3.2 Vorbereitung und Operation 
Die Lewis Ratten wurden zufällig in eine Kontrollgruppe (Sham-Gruppe, n=8) und eine Inter-
ventionsgruppe (MI-Gruppe, n=8), aufgeteilt. Alle Ratten wurden mittels Diethyläther narkoti-
siert und mit einer intraperitoneal verabreichten Pentobarbital-Natrium Injektion (50 mg/Kg 
Körpergewicht) anästhesiert. Anschließend wurden die Tiere in Rückenlage auf dem Opera-
tionstisch fixiert und mit einer 17 Gauge Venenverweilkanüle intubiert. Nach der Intubation 
bekamen alle Ratten zusätzlich 3 ml einer 1:40 verdünnten Fentanyl-Lösung subcutan injiziert, 
um eine adäquate Anästhesie der Tiere zu gewährleisten. Mittels eines Kleintierbeatmungs-
gerätes wurden die Tiere druckkontrolliert (bei 1 cm H2O) mit reinem Sauerstoff beatmet.  
Abb. 3.1: Lagerung der intubierten Ratte auf dem Operationstisch. (mit freundlicher Genehmigung von 
Herrn PD Dr. Klopsch) 
Pfeil: Tubus (Venenverweilkanüle); 
Doppelpfeil: rasierter links-anteriorer Thorax 
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Die manuell eingestellte Atemfrequenz lag bei 90/min. Als Vorbereitung auf den Eingriff er-
folgte eine Rasur des linken oberen Quadranten des Thorax.  
Auf Höhe des 5. Interkostalraumes (ICR) wurde ein links-anteriorer Hautschnitt durchgeführt. 
Für den Zugang zum Herzen wurden die Muskelfaszien, sowie die Musculi pectorales der lin-
ken Seite durchtrennt. Die Durchtrennung der Interkostalmuskulatur erfolgte auf Höhe des 5. 
ICR. Anschließend konnte unter Einsatz eines Wundspreizers die Einsicht in den geöffneten 
Thorax ermöglicht werden. Die folgenden Schritte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Opera-
tionsmikroskops mit einer 16-100-fachen Vergrößerung. Nach Eröffnung des Perikards wurde 
der Ramus interventricularis anterior (RIVA) ca. 2 mm distal seines Ursprungs aus der linken 
Koronararterie mittels einer 6-0 Prolene Naht permanent ligiert. Zur Kontrolle des durch die 
Ligation ausgelösten Myokardinfarkts diente das Abblassen bzw. die Graufärbung des Myo-
kards im abhängigen Stromgebiet des RIVA. Ratten, die der Kontrollgruppe zugeordnet wur-
den, erhielten dieselbe Operation ohne Ligation des RIVA.  
 
 
Vor Verschluss des Thorax wurde die Pleurahöhle durch Überdruckbeatmung der Lungenflü-
gel entlüftet. Anschließend wurde der Thorax mittels einer 2-0 PDS Naht geschlossen.  
Die Musculi pectorales wurden ebenso wie die darüberliegende Haut mit einer 5-0 Safil Naht 
fortlaufend vernäht. Nach Beendigung der Operation wurden die Tiere vom Beatmungsgerät 
entwöhnt und anschließend in entsprechende Käfige umgelagert. Die Tiere erhielten zur Anal-
gesie 10 Tropfen Vetalgin® in ihr Trinkwasser. 
 
 
Abb. 3.2: Fadenführung bei der Ligation 
des RIVA. (mit freundlicher Genehmigung  
von Herrn PD Dr. Klopsch) 
Pfeil: eintretender Faden  
Doppelpfeil: austretender Faden   
 
Abb. 3.3: Abgeblasstes ischämisches Myokard im  
Versorgungsgebiet des RIVA. (mit freundlicher  
Genehmigung von Herrn PD Dr. Klopsch) 





3.2.1 Herzentnahme  
24 Stunden nach der Operation wurden die Ratten erneut mit Diethyläther narkotisiert. An-
schließend erfolgte die zervikale Dislokation, was zum Tod der Tiere führte. Es erfolgte die 
komplette Eröffnung des Thorax mithilfe einer Schere. Anschließend wurde das Herz in seiner 
Gesamtheit entfernt und bis zur weiteren Aufbereitung in HBSS (ohne Ca2+ und Mg2+) auf Eis 
gelagert.  
 
3.3 Isolation und Kultivierung von kardialen mononukleären Zellen  
Nach Entnahme der Herzen, wurde mithilfe eines sterilen Skalpells und einer Schere, Fettge-
webe, Teile der Aorta ascendens und des Truncus pulmonalis entfernt. Anschließend wurde 
das Herzgewebe mit HBSS (ohne Ca2+ und Mg2+) gespült. Daraufhin wurden die Rattenherzen 
unter Zugabe von HBSS (mit Ca2+ und Mg2+) mit einem Skalpell in kleine 1-2 mm³ große Stücke 
geschnitten. Hiernach wurde ein enzymatischer Cocktail aus 250 µl Kollagenase I (Arbeitskon-
zentration: 450 U/ml), 500 µl Kollagenase XI (Arbeitskonzentration: 125 U/ml), 50 µl Hyaluro-
nidase I (Arbeitskonzentration: 600 U/ml), 33 µl DNase I (Arbeitskonzentration: 120 U/ml) und 
4,167 ml HBSS (mit Ca2+ und Mg2+) hergestellt. Dieser wurde zu dem zerkleinerten Myokard-
gewebe gegeben und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dies führte zur enzymatischen Zer-
setzung des Herzmuskelgewebes. Das gewonnene biologische Gemisch wurde dann mit 7 ml 
DMEM-10 in ein 15 ml Röhrchen überführt und darauf durch ein 100 µm großes Zellsieb in ein 
50 ml Röhrchen geleitet. Anschließend erfolgte die zweimalige Zentrifugation bei 75×g für 5 
Minuten (4°C). Die entstandenen Überstande, die die zu isolierenden mononukleären Zellen 
(engl. MNCs) enthielten, wurden auf Eis gelagert. Zunächst wurden die gesammelten Über-
stände in ein 50 ml Röhrchen überführt und zweimal bei 300×g für 10 Minuten (4°C) zentrifu-
giert. Die im Zellpellet enthaltenen Erythrozyten wurden mittels Erythrozyten-Lysepuffer gelöst 
(1 ml bei 4°C für 10 Minuten inkubiert). Danach wurden 9 ml DMEM-10 Medium hinzugefügt 
und die Zellsuspension bei 300×g für 10 Minuten zentrifugiert (4°C). Anschließend wurde der 
Überstand abgenommen und das Zellpellet in 1 ml DMEM-10 Medium resuspendiert. Die Zel-
len konnten jetzt unter Verwendung von Trypanblau-Farbstoff mit dem TC-Zellgerät automati-
siert gezählt werden. Dazu wurden 10 µl der Zellsuspension mit der gleichen Menge an Farb-
stoff verdünnt und in eine Zählkammer gegeben. 
Hiernach wurden 5×105 Zellen für eine erste durchflusszytometrische Analyse entnommen. 
Die verbliebenden MNCs wurden in zwei 75-cm²-Zellkulturflaschen in DMEM-10 Medium aus-
gesät. Nach 48 Stunden wurden die nicht adhärenten Zellen entfernt, die Zellkulturflasche mit 
PBS Puffer einmal gewaschen und mit frischem DMEM-10 Medium versetzt. Das Medium 
wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Bei einer Konfluenz der MNCs von 80-90% erfolgte das erste 
Passagieren. Hierzu wurde das DMEM-10 Medium aus der Zellkulturflasche entfernt und die 
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Zellen mit PBS gründlich gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA Lö-
sung für etwa 1-2 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Verlust der Zelladhärenz wurde der Pro-
zess durch Hinzugabe von frischem DMEM-10 Medium gestoppt. Anschließend wurde die 
Zellsuspension in ein 50 ml Tube überführt und für 5 Minuten bei 300×g (24°C) zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde in frischem DMEM-10 Medium 
resuspendiert und in einer neuen Zellkulturflasche (T25 oder T75) je nach Zellzahl ausgesät. 
Eine Million Zellen wurden auch in 1 ml Gefriermedium erst bei -80°C und 2 Wochen später in 
Stickstoff eingefroren. 
 
Isolation von MNCs aus dem Rattenherz 
 
1.   sterile Entnahme des Herzens aus der Ratte - in kaltes HBSS (ohne Ca2+, Mg2+) 
2.   Entfernung von überflüssigen Strukturen und Geweben vom Herzen  
  (z.B. Fettgewebe) 
3.   Spülung des Herzens mit 2 ml HBSS (ohne Ca2+, Mg2+) 
4.   Trennung des Herzens mittels eines Skalpells in 2 Hälften 
5.   Herzhälften mittels Skalpells in kleine Teile schneiden  
6.   Zugabe von (angegebene Werte beziehen sich fortan auf eine Herzhälfte): 
 
    250 µl Kollagenase Typ I 
    500 µl Kollagenase Typ XI 
      50 µl Hyaluronidase  
      33 µl DNase Typ I 
4,167 ml HBSS (mit Ca2+, Mg2+) 
 
7.   Inkubation für 30 Minuten bei 37°C im Inkubator 
8.   Überführung des Auszuges in ein 15 ml Tube unter Zugabe von 10 ml DMEM-10  
9.   Durchmischen durch Auf- und Abpipettieren (15×) 
10. Zellsuspension durch eine 100 µm großes Zellsieb in ein 50 ml Tube überführen 
11. Zentrifugation der Zellen bei 75×g für 5 Minuten (bei 4°C) 
12. Abnahme des Überstandes und Lagerung in einem separaten Tube auf Eis 
13. Pellet enthält Kardiomyozyten - resuspendieren des Pellets in 9 ml DMEM-10 
14. Zentrifugation bei 75×g für 5 Minuten (bei 4°C) 
15. Abnahme des Überstandes und Zusammenführung mit dem bereits abgenommen     
    Überstand 
16. Zentrifugation der gesammelten Überstände bei 300×g für 10 Minuten (bei 4°C) 
17. Überstand abnehmen und Pellet in 1 ml RBC Lyse-Puffer resuspendieren  
18. Inkubation für 10 Minuten bei 4°C  
19. Zugabe von 9 ml DMEM-10 
20. Zentrifugation bei 300×g für 10 Minuten (bei 4°C) 
21. Überstand verwerfen und Pellet in 1 ml DMEM-10 resuspendieren (Pellet enthält  
    MNCs) 
22. Zentrifugation bei 300×g für 5 Minuten (bei 4°C) 
23. Pellet (MNCs) in MACS®-Puffer oder Inkubationspuffer für Durchflusszytometrie  
    resuspendieren 
 
Abb. 3.4: Protokoll zur Isolation von MNCs aus dem Rattenherz. 
Methoden 
46 
3.4 Durchflusszytometrische Analyse von postischämischen MNCs  
In der Vorarbeit aus dem Jahr 2018 zeigten Klopsch et al. an kardialen Gewebeschnitten mit-
tels Immunfluoreszenzfärbung, dass es früh nach MI zu einer Aktivierung und Proliferation in 
einer intrakardialen MSC-Nische kam. Die detektierten Zellcluster zeigten eine Expression ver-
schiedener MSC-typischer Oberflächenmarker [155]. Auf Grundlage dieser Beobachtungen 
wurde in dieser Arbeit eine durchflusszytometrische Phänotypisierung und darauffolgende 
Sortierung der isolierten MNCs anhand der folgenden Oberflächenmarker durchgeführt:  
CD29 (Positiv-Marker) [194] 
CD44 (Positiv-Marker) [194] 
CD45 (Negativ-Marker) [194, 195] 
CD90 (Positiv-Marker) [194] 
CD105 (Positiv-Marker) [134] 
PDGFRα (Positiv-Marker) [196] 
DDR2 (CD167b) (Positiv-Marker) [197] 
Für die als „Positiv-Marker“ bezeichneten Oberflächenmoleküle wurde in der Literatur eine Ex-
pression durch MSCs nachgewiesen [198–200]. Dahingegen definierte die ISCT innerhalb ih-
rer „minimalen Kriterien für MSCs“ CD45 als Negativ-Marker, der nur bei maximal 2% der iso-
lierten Zellen vorkommen darf, damit diese als MSCs bezeichnet werden dürfen [128]. 
Die frisch isolierten kardialen MNCs wurden unter Verwendung von Trypanblau-Farbstoff mit-
tels TC Zellgerät automatisiert gezählt. 0,3-1×106 Zellen (je nach Ausbeute) wurden in 2-3 ml 
Inkubationspuffer (PBS, 3% FBS) aufgenommen. Anschließend wurde zur Unterscheidung 
von vitalen und toten Zellen eine Färbung mit Zombie Aqua™-Farbstoff durchgeführt. Dieser 
wurde zuvor in PBS auf eine Konzentration von 1:100 verdünnt. Die Zellen wurden dann mit 
je 100 µl dieser Lösung gefärbt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) und Dunkelheit 
inkubiert. Nach anschließender Zugabe des Inkubationspuffers und Zentrifugation für 10 Mi-
nuten bei 300×g, konnten die Zellen für die durchflusszytometrische (engl. FC) -Analyse vor-
bereitet werden. Dazu wurden die MNCs zur Detektion der Oberflächenmarker zuerst mit ei-
nem Primärantikörper gefärbt und für 30 Minuten bei 4°C (im Kühlschrank) inkubiert. Der Pri-
märantikörper wurde zuvor in 100 µl Inkubationspuffer auf die gewünschte Arbeitslösung ver-
dünnt (siehe Tabelle 3.1). Nach der Inkubation wurden die Zellen wie zuvor durch Zentrifuga-
tion in Inkubationspuffer gewaschen. Hiernach wurden die Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten 
sekundären Antikörper in Inkubationspuffer auf die gewünschte Arbeitslösung verdünnt (siehe 
Tabelle 3.1). Anschließend wurden die Zellproben in der verdünnten Arbeitslösung (in PBS) 
resuspendiert und für 30 Minuten bei 4°C (im Kühlschrank) in der Dunkelheit inkubiert. Darauf 
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wurden die Zellen erneut gewaschen und in 0,5 ml Inkubationspuffer in FACS-Röhrchen re-
suspendiert. Die FC-Analyse wurde unter Verwendung des BD™ FACS LSRII mit der BD™ 
FACS DIVA-Software durchgeführt. 
Alle Ereignisse wurden als Dot-Plot (SSC-A versus FSC-A) angezeigt. Eine homogene Zell-
population der mononukleären Zellen wurde gewählt, aus der in nachfolgenden Plots (FSC-A 
versus FSC-W) Singlets und dann mithilfe von SSC-A versus AquaZombie™ vitale Zellen in 
die weitere Analyse eingeschlossen wurden. Im weiteren Vorgang wurden mithilfe vom Plot 
SSC-A versus CD45 vitale MNCs in die CD45+ und CD45- Regionen unterteilt. Die Daten der 
positiven positiv-exprimierten Ereignisse der Zielsubpopulation (CD29, CD44, CD90, CD105, 
PDGFRα, DDR2) innerhalb der vitalen CD45- Zellpopulation wurden erhoben. Entsprechende 
ungefärbte negative Kontrollproben (ohne Primärantikörper) wurden verwendet, um die Ziel-





Primär-/Sekundärantikörper Konjugat Verdünnung Wirt 
CD45 APC 1:50 Maus 
CD44H PE 1:333 Maus 
CD29 FITC 1:100 Armenischer Hamster 
CD90 - 1:555 Maus 
CD105 - 1:100 Maus 
DDR2 (CD167b) - 1:50 Kaninchen 
PDGFRα - 1:200 Kaninchen 
Sekundär anti-Maus Alexa Fluor 488 1:300 Esel 
Sekundär anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 1:300 Esel 
Tab. 3.1: Liste der Antikörper und Arbeitskonzentrationen zur durchflusszytometrischen Analyse 
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3.5 Sortierung und Kultivierung einer kardialen CD45- CD44+ DDR2+  
MNC-Subpopulation 
Die isolierten MNCs die nicht für die FC-Analyse verwendet wurden, wurden in einer 75 cm2 
Zellkulturflasche bei 5% CO2 und 37°C inkubiert. Die Zellen wurden über 1-2 Passagen weiter 
kultiviert, bis sie eine Konfluenz von 90-100% erreichten. Anschließend wurden die Zellen mit 
einer Trypsin/EDTA Lösung aus der Zellkulturflasche gelöst und automatisiert gezählt. Die 
Zellen wurden in einem Totalvolumen von 100 µl PBS resuspendiert und es wurde 1 µl Aqua-
Zombie™ hinzugegeben. Anschließend wurde das Zellgemisch für 15 Minuten bei RT im Dun-
keln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 1 ml Inkubationspuffer resuspendiert 
und bei 300×g für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abge-
nommen und verworfen.  
Tab. 3.2: Antikörper-Mix für die Sortierung im Gesamtvolumen von 100 µl Inkubationspuffer 
Antikörper Arbeitskonzentration (Verdünnung) 
CD45 APC 4 µg/ml (1:50) 
CD44 H-PE 0,6 µg/ml (1:333) 
DDR2 (CD167b) Kaninchen polyklonal 2 µg/ml (1:50) 
 
Der Antikörpermix wurde mit Inkubationspuffer auf ein Totalvolumen von 100 µl aufgefüllt. An-
schließend wurden die Zellen in diesen 100 µl resuspendiert und bei 4°C für 30 Minuten im 
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und bei 
300×g für 10 Minuten (2-8°C) zentrifugiert (≙Waschschritt). Der entstandene Überstand wurde 
abgenommen und verworfen. 
Als sekundärer Antikörper wurde Alexa Fluor 488 Esel anti - Kaninchen mit einer Verdünnung 
von 1:300 verwendet. Dieser wurde mit Inkubationspuffer auf ein Totalvolumen von 100 µl 
aufgefüllt. Nach Zugabe des sekundären Antikörpers zu den Zellen, wurden diese für 30 Mi-
nuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen. Der entstan-
dene Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 300 µl MACS®-Puffer resuspendiert 
und vor der Sortierung durch ein 40 µm großes Zellsieb geleitet. Die MNCs wurden in der Core 
Facility für Zellsortierung und Zellanalyse der Universitätsmedizin Rostock (unter Leitung von 
Frau Prof. Dr. Müller-Hilke) durch Herrn Dr. Engelmann mittels FACSAria IIIu™ und der BD™ 
FACSDiva v.8.0.2 sortiert. Die sortierten vitalen CD45- CD44+ DDR2+ - Subpopulationen wur-
den anschließend in 5 ml DMEM-10 Medium resuspendiert und in einer 25 cm2 Zellkulturfla-
sche bei 5% CO2 und 37°C inkubiert. Es erfolgte eine entsprechende Re-Analyse der sortierten 
Zellpopulation. Die Ziel-MNCs wurden in DMEM-10 Medium für maximal 18 Passagen weiter 
kultiviert. Das Medium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. 
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3.6  CFU-F - Assay 
Zur Testung auf die Bildung klonogener Einheitsfibroblasten (engl. CFU-F), wurde die mittels 
FACS sortierte Zellpopulation in einer Dichte von 100, 500 und 1000 Zellen pro 1 cm2 als 
Duplikat einer 6-Wellplatte ausgesät (siehe Abb. 3.5). Anschließend wurden die Zellen in 2 ml 
DMEM-10 Medium bei 5% CO2 und 37°C kultiviert.  
 
Das Medium wurde nachfolgend alle 3 Tage gewechselt. Am 9. Tag wurden die Zellen fixiert 
und mit Giemsa-Farbstoff Arbeitslösung, für eine bessere Auszählung der Kolonien, gefärbt. 
Dazu wurde das Medium aus den Wells abgenommen und die Zellen zweimal für eine Minute 
mit 1 ml PBS gewaschen. Anschließend wurde 1 ml Methanol in die Wells gegeben und für 5 
Minuten bei RT fixiert. Das Methanol wurde danach vollständig entfernt und die Zellen wurden 
unter Raumbedingungen an der Luft getrocknet. Der Giemsa-Farbstoff wurde in entionisiertem 
Wasser auf eine Konzentration von 1:20 verdünnt. Anschließend wurde 1 ml der verdünnten 
Farbstoff-Lösung in jedes Well gegeben und für 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach vollständiger 
Entfernung der Giemsa-Lösung wurden die Zellen zweimal mit 1 ml entionisiertem Wasser 
gewaschen. Anschließend konnten die Kolonien direkt oder innerhalb von 3 Tagen unter dem 
Lichtmikroskop ausgezählt werden.  
Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Zelldichte in der CFU-F Analyse. Mittels FACS sortierte kardiale 




3.7 Multipotente Differenzierung  
Für die Testung der multipotenten Differenzierungskapazität der postischämischen kardialen 
CD45- CD44+ DDR2+ MNCs der Ratte wurden Passageanzahlen zwischen 4 und 18 gewählt. 
Die Zellen wurden mit PBS für eine Minute gewaschen und anschließend bis zum Verlust der 
Adhärenz mit einer Trypsin/EDTA Lösung behandelt. Nach Zentrifugation bei 300×g für 5 Mi-
nuten (23°C) wurden die Zellen, unter Verwendung von Trypanblau-Farbstoff, unter dem Mi-
kroskop gezählt.      
Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Protkolls zur funktionalen Identifizierung mesenchymaler 




3.7.1 Adipogene Differenzierung 
Zur Vorbereitung der adipogenen Differenzierung wurde ein steriles Deckgläschen (sterilisiert 
mit 95% Ethanol) in jedes zu verwendende Well einer 24-Wellplatte gelegt und mit 0,5 ml 
sterilem PBS bedeckt. Die schwimmenden Deckgläschen wurden dann vorsichtig unter Ver-
wendung einer sterilen Pipettenspitze eingetaucht. Das PBS wurde entfernt, bevor mit dem 
adipogenen Differenzierungsprotokoll begonnen wurde.  
Für die Differenzierung wurden 3,7×105 MNCs in 5 ml α-MEM Basalmedium (bestehend aus 
90% α-MEM, 10% FBS und 1% Zellshield®) vorbereitet und anschließend 0,5 ml dieser Zell-
suspension in jedes Well gegeben. Die Wellplatte wurde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das 
α-MEM Basalmedium wurde alle zwei Tage ersetzt, bis eine Konfluenz von 100% erreicht 
wurde. Anschließend wurde das Medium durch 0,5 ml des adipogenen Differenzierungsmedi-
ums, zur Induktion der Adipogenese, ersetzt. Dieses wurde innerhalb der nächsten 20 Tage 
in dreitägigem Abstand gewechselt.   
Nach 20 Tagen konnten die Adipozyten fixiert und für die Immunfärbung vorbereitet werden. 
Dazu wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und anschließend mit 0,5 ml in PBS 
gepuffertem 4% Paraformaldehyd für 20 Minuten bei RT fixiert. Daraufhin wurden die Zellen 
dreimal mit 0,5 ml 1% BSA in PBS für 5 Minuten gewaschen. Zunächst erfolgte die Permeabi-
lisierung und Blockierung mit 0,5 ml Perm/Block Lösung: 0,3% Triton X-100, 1% BSA und 10% 
normalem Eselserum in PBS bei RT für 45 Minuten. Währenddessen wurde der anti-mFABP4-
Antikörper in Antikörperarbeitslösung: 0,03% Triton X-100, 1% BSA und 10% normalem Esel-
serum in PBS bis zur einer Arbeitskonzentration von 10 µg/ml verdünnt. Parallel wurde eine 
Negativkontrolle (ohne Primärantikörper) unter Zugabe der Antikörperarbeitslösung durchge-
führt.   
Nach dem Permeabilisieren und Blockieren erfolgte die Inkubation mit 300 µl der anti-
mFABP4-Antikörper-Arbeitslösung pro Well über Nacht bei 4°C. Am Folgetag wurden die Zel-
len dann dreimal mit 0,5 ml 1% BSA in PBS für 5 Minuten gewaschen. Der sekundäre Antikör-
per Esel-anti-Ziege Alexa Fluor 488 wurde in 1% BSA in PBS auf eine Konzentration von 1:200 
verdünnt. Anschließend wurden die Zellen mit 300 µl der Sekundärantikörper-Arbeitslösung 
pro Well im Dunkeln für 60 Minuten bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,5 ml 
BSA in PBS für 5 Minuten wurden die Zellen mit 1 ml PBS und daraufhin mit destilliertem 
Wasser equilibriert. Anschließend wurden die Deckgläschen mit einem Tropfen Eindeckme-
dium (Fluoroshield®), welches DAPI enthielt, eingedeckt. Nach weiterer Trocknung unter RT 
wurden diese mit einem transparenten Nagellack versiegelt. Die gefärbten Deckgläschen 
konnten anschließend unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. 
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3.7.2 Osteogene Differenzierung   
Für die osteogene Differenzierung wurde eine 24 Wellplatte mit sterilen Deckgläschen (sterili-
siert mit 95% Ethanol) verwendet. Um eine bessere Adhärenz der Zellen zu erreichen wurden 
die Deckgläschen mit humanem Fibronektin beschichtet. Dazu wurden 0,5 ml einer Fi-
bronektinlösung in einer Konzentration von 1 µg/ml (in PBS) in jedes Well gegeben und die 
Wellplatte bei 37°C über Nacht inkubiert. Auf die beschichteten Deckgläser wurden bis zum 
Beginn des Differenzierungsprotokolls jeweils 0,5 ml PBS gegeben und die Platte bei 37°C im 
Inkubator gelagert. Bevor das osteogene Differenzierungsprotokoll startete wurde das PBS 
entfernt.  
Die Zellen wurden mit einer Dichte von 7,4×105 in α-MEM Basalmedium ausgesät und bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Bei einer Konfluenz von etwa 50 bis 70% wurde das Basalmedium 
durch das osteogene Differenzierungsmedium, zur Induktion der Osteogenese, ersetzt. Die-
ses wurde für die nächsten 20 Tage in dreitägigem Abstand gewechselt. Nach 20 Tagen konn-
ten die Zellen fixiert und für die Immunfärbung vorbereitet werden. Hierfür wurden die Zellen 
zweimal in 1 ml PBS gewaschen und anschließend mit 0,5 ml 4% Paraformaldehyd in PBS für 
20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach fand ein dreimaliges Waschen mit 0,5 ml 1 % 
BSA in PBS für 5 Minuten statt. Anschließend wurden die Zellen mit 0,5 ml Perm/Block Lösung 
bei RT für 45 Minuten permeabilisiert und blockiert. Währenddessen wurde der anti-hOsteo-
calcin-Antikörper in Antikörperarbeitslösung bis zu einer Arbeitskonzentration von 10 µg/ml 
verdünnt. Parallel wurde eine Negativkontrolle (ohne Primärantikörper) nur mit Antikörperar-
beitslösung angefertigt. 
Die Zellen wurden nach dem Permeabilisieren und Blockieren mit 300 µl anti-hOsteocalcin-
Antikörper-Arbeitslösung pro Well für eine Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden 
die Zellen dreimal mit 0,5 ml 1% BSA in PBS für 5 Minuten gewaschen. Der sekundäre Anti-
körper Esel-anti-Maus Alexa Fluor 488 wurde in 1% BSA in PBS auf eine Konzentration von 
1:200 verdünnt. Anschließend wurden die Zellen mit 300 µl der Sekundärantikörper-Arbeitslö-
sung pro Well im Dunkeln für 60 Minuten bei RT inkubiert. Die Deckgläschen wurden dann wie 







3.7.3 Chondrogene Differenzierung  
Für die chondrogene Differenzierung wurden 2,5×105 Zellen in DMEM-10 Medium in ein 15 ml 
Röhrchen aliquotiert und für 5 Minuten bei 200×g (23°C) zentrifugiert. Das Medium wurde ent-
fernt und die Zellen in 1 ml DMEM / F-12-Basalmedium (bestehend aus 99% D-MEM/F-12, 
1% IST-Supplement und 1% Zellshield®) resuspendiert. Anschließend wurde die Zellsuspen-
sion für 5 Minuten bei 200×g zentrifugiert und das Medium verworfen. Die Zellen wurden dann 
in 0,5 ml chondrogenem Differenzierungsmedium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das 
überstehende Medium wurde nicht entfernt und das Zellpellet nicht resuspendiert. Die Kappe 
des 15 ml Röhrchens wurde etwas gelöst, damit ein Gasaustausch ermöglicht wurde. An-
schließend wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Medium wurde für die 
nächsten 20 Tage, alle 3 Tage durch 0,5 ml frisches chondrogenes Differenzierungsmedium 
ersetzt. Nach 20 Tagen konnte das Chondrozytenpellet fixiert und für die weitere Verarbeitung 
mittels Kryostat genutzt werden. Hierfür wurde das Pellet zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. 
Anschließend wurde es mit 0,5 ml gepuffertem 4% Paraformaldehyd für 20 Minuten bei RT 
fixiert. Darauf folgte ein zweimaliges Waschen mit 1 ml PBS für 5 Minuten. Zunächst wurde 
das Pellet im O.C.T. Eindeckmedium eingebettet und bei -80°C luftdicht gelagert. Von dem 
eingebetteten Chondrozytenpellet wurden mittels Kryostat 5-10 µm dicke Schnitte angefertigt 
und auf Objektträger aufgetragen. Daraufhin wurde mit einem Flüssigkeitsbarrierestift eine 
hydrophobe Barriere um jeden Schnitt auf dem Objektträger gezeichnet, um das Auslaufen 
der Lösung zu vermeiden. Hiernach wurden die Pellet-Schnitte mit 150 µl Perm/Block Lösung 
bei RT für 45 Minuten permeabilisiert und blockiert. Währenddessen wurde der anti-hAggre-
can-Antikörper in Antikörperarbeitslösung auf eine Konzentration von 10 µg/ml verdünnt. Pa-
rallel wurde eine Negativkontrolle (ohne Primärantikörper) nur mit Antikörperarbeitslösung an-
gefertigt. 
Weiterhin wurden die Schnitte mit der anti-hAggrecan-Antikörper-Arbeitslösung über Nacht bei 
4°C inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte dreimal mit PBS/1% BSA Puffer für 5 Minuten 
gewaschen. Der sekundäre Antikörper Esel-anti-Ziege Alexa Fluor 488 wurde in PBS/1% BSA 
auf 1:200 verdünnt. Hiernach wurden die Schnitte mit der Sekundärantikörper-Arbeitslösung 
im Dunkeln für 60 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte erst dreimal mit 
PBS/1% BSA für 5 Minuten und dann einmalig mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Deck-






3.8 Kardiomyogene Differenzierung  
Die kardiomyogene Differenzierung von kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs wurde in Co-
Kultur mit neonatalen murinen Kardiomyozyten getestet. Wie bei Lemcke et al. [201] beschrie-
ben, wurde hier ein Co-Kultursystem verwendet, um das kardiale Transdifferenzierungspoten-
tial der kardialen MSC-Subpopulation zu untersuchen.  
Die neonatalen murinen Kardiomyozyten wurden in unserem Labor von Herrn Dr. Lemcke 
unter standardisierten Bedingungen aus neonatalen Mäusen des Naval Medical Research In-
stitute (engl. NMRI) extrahiert. In Kürze: das Myokardgewebe wurde in rund 1 mm³ große Stü-
cke geschnitten, mittels einer kommerziell verfügbaren Enzymlösung verdaut (Primary Cardi-
omyocte Isolation Kit, Thermo Fischer Scientific) und gemäß den Anweisungen des Herstellers 
weiterverarbeitet. Die erhaltende Zellsuspension wurde 90 Minuten auf nicht beschichteten 
Zellkulturgefäßen inkubiert, um die Adhärenz von Nicht-Kardiomyozyten zu ermöglichen. An-
schließend wurden die nicht adhärierenden Kardiomyozyten gesammelt und 10 Minuten bei 
300×g zentrifugiert. Die Kardiomyozyten wurden auf gelatinebeschichteten Zellkulturgefäßen 
kultiviert und in DMEM-10 Medium gehalten [202]. Die kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs 
der Ratte wurden zur späteren Lokalisation mit 15 nM des Qtracker® 565 Cell Labeling Kits 
markiert. Kontrollen wurden dabei nur mittels Qtracker®, aber ohne Antikörperfärbung, mar-
kiert. Die Co-Kultur von Ratten-MSCs mit neonatalen Kardiomyozyten der Maus wurde mit 
EPO (100 U/ml) ergänzt und hinsichtlich unterschiedlicher Konditionierungszeiten (1 oder 7 
Tage) gegen eine nicht stimulierte Co-Kultur und nicht stimulierte MSC-Monokultur kontrolliert. 
7 Tage erwiesen sich dabei als zeitlich begrenztes Intervall, um eine stabile Co-Kultivierung 
der MSCs mit murinen neonatalen Kardiomyozyten zu gewährleisten. 
Kardiale MSCs wurden zusammen mit neonatalen Kardiomyozyten im Verhältnis 1:60 in 
DMEM-10 Medium kultiviert. Die Monokultur kardialer MSCs enthielt dementsprechend die 
gleiche Anzahl an Zellen (2,5×104). Das DMEM-10 Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. 
Dabei erhielt die eintägig stimulierte EPO-Gruppe nur am 1. Tag und die siebentägig stimu-
lierte EPO-Gruppe täglich über 7 Tage eine EPO-Supplementierung in das DMEM-10 Medium.  
Nach 7 Tagen wurden die Zellen mit 4% gepuffertem Formaldehyd fixiert und in 0,2% Triton-
X in PBS permeabilisiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal für 5 Minuten in PBS ge-
waschen. Für die Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen für 60 Minuten 
unter RT mit PBS/1% BSA Puffer inkubiert. 
Für die Immunfärbung wurden die Primärantikörper gegen Nkx2.5 und GATA4 in PBS/1% BSA 
auf eine Arbeitskonzentration von 1:100 verdünnt. Anschließend wurde die Zellen mit der An-
tikörperarbeitslösung für 60 Minuten unter RT inkubiert. Die Zellen wurden dann zweimal mit 
0,2% BSA in PBS für 5 Minuten gewaschen. Die sekundären Antikörper (siehe Tabelle 3.3 und 
3.4) wurden in PBS/1% BSA auf eine Konzentration von 1:300 verdünnt und für 45 Minuten 
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mit den Zellen bei RT inkubiert. Parallel wurde eine Negativkontrolle (ohne Primärantikörper) 




Nach zweimaligem Waschen mit 0,2% BSA in PBS für 5 Minuten wurden die Zellen mit 1 ml 
PBS und daraufhin mit destilliertem Wasser equilibriert. Anschließend wurden die Deckgläs-
chen mit einem Tropfen Eindeckmedium (Fluoroshield®), welches DAPI enthielt, eingedeckt. 
Nach weiterer Trocknung unter RT wurden diese mit einem transparenten Nagellack versie-
gelt. Die gefärbten Deckgläschen konnten anschließend unter dem Fluoreszenzmikroskop be-
trachtet werden.   
Die relativen Fluoreszenzsignalintensitäten von intranukleärem Nkx2.5 und GATA4 in Qtra-
cker®-markierten kardialen MSCs wurden unter standardisierten Einstellungen eines konfo-
kalen Laser-Scanning-Mikroskops und Anwendung der ZEN 2011-Software quantifiziert. Für 
eine eindeutige MSC-Identifizierung wurde eine sorgfältige Untersuchung auf definitive zyto-
solische Qtracker®-Expression und einen Kernzelldurchmesser >10 µm durchgeführt. Die 
mittleren Fluoreszenzintensitäten von MSCs aus Co-Kulturen mit und ohne entsprechender 
EPO-Supplementierung wurden in mindestens 50 „High Power Fields“ (engl. HPF´s) bei 400-
facher Vergrößerung pro Kulturgruppe gegen die jeweiligen Fluoreszenzintensitäten von 




Tab. 3.3: Liste der Antikörper und Arbeitskonzentrationen zur kardiomyogenen Differenzierung – GATA4 
Primär-/Sekundärantikörper Konjugat Verdünnung Wirt 
GATA4 - 1:100 Ratte 
Sekundär anti-Ratte Alexa Fluor 647 1:300 Esel 
Tab. 3.4: Liste der Antikörper und Arbeitskonzentrationen zur kardiomyogenen Differenzierung – Nkx2.5 
Primär-/Sekundärantikörper Konjugat Verdünnung Wirt 
Nkx2.5  - 1:100 Ziege 




Für die Untersuchung auf das angiogene Potential der isolierten MSC-Population kamen hu-
mane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (engl. HUVECs) zum Einsatz. Die Zellen wur-
den durch ein modifiziertes Kollagenase-Verdauungsprotokoll aus Nabelschüren, gesunder 
aufgeklärter Frauen isoliert [203, 204]. Die Ehikkommission der Universität Rostock hat diese 
Isolation genehmigt (Register-Nr. A 2011 06, verlängert am 23. September 2013).  
HUVECs wurden in EGM-2 Medium bei 37°C in einer feuchten Atmosphäre mit 5% CO2 kulti-
viert. Passageanzahlen 1-3 der HUVECs wurden verwendet. Nachdem eine 80-90% Kon-
fluenz erreicht wurde, wurden die HUVECs kurz trypsiniert, mit komplettem EGM-2 Medium 
gewaschen und für 10 Minuten bei 300×g zentrifugiert.  
Für den Angiogenesetest wurden 24-Wellplatten mit je 300 µl 4°C kaltem Matrigel® pro Ver-
tiefung beschichtet und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. In Vorversuchen wurde zuvor die 
vitale Toleranz der HUVECs unter Zugabe von DMEM-10 Medium getestet und als optimal 
bestätigt.  
Vor dem Start des Angiogenesetests wurden jeweils 3,5×104 HUVECs, in warmem DMEM-10 
Medium, in die Matrigel®-beschichteten Vertiefungen gegeben. Zum Testen des direkten Zell-
Zell-Kontakts auf die Netzwerkbildung wurden CD45- CD44+ DDR2+ MSCs in DMEM-10-Me-
dium im Verhältnis 1:4 (MSCs:HUVECs) zugegeben. Das „konditionierte DMEM-10 Medium“ 
wurde hergestellt, in dem kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSCs der Ratte über 48 Stunden unter 
normoxischen Bedingungen kultiviert wurden. Das Medium wurde anschließend abgenommen 
und für die Angiogenese-Versuche verwendet.  
Die Untersuchungen wurden in Bezug auf fünf verschiedene Ansätze von Kulturbedingungen 
durchgeführt, wie in der Tabelle 3.5 dargestellt. Die Anzahl der verwendeten Wells pro Gruppe 
betrug 4.  
Tabelle 3.5: Gruppen mit Bezeichnung und Kulturansätzen 
Gruppenname Kulturansatz 
HUVEC-Kontrolle HUVECs in DMEM-10  
HUVECs + MSC  HUVECs in Co-Kultur mit kardialen CD45- 
CD44+ DDR2+ MSCs der Ratte 
Konditioniertes DMEM-10   HUVECs in konditioniertem DMEM-10  
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DMEM-10 + EPO  HUVECs in DMEM-10, ergänzt mit EPO in einer 
Konzentration von 100 U/ml 
Konditioniertes DMEM-10 + EPO  HUVECs in konditioniertem DMEM-10, ergänzt 
mit EPO in ein einer Konzentration von 100 U/ml 
 
Die Kulturansätze wurden für 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde 
die Angiogenese unter Verwendung von Phasenkontrastmikroskopie und Konfokalmikrosko-
pie qualitativ auf die Bildung von Endotheltubuli und -netzwerken untersucht. Die Anzahl der 
Zellverzweigungen (branches) und Knotenpunkte (junctions), sowie die Länge der Endothel-
verzweigungen pro HPF mit 100-facher Vergrößerung wurde quantitativ durch computerge-












3.10 Statistische Analysen 
Für die statistischen Analysen wurde die SigmaStat-Software 3.5 verwendet. Die aufgeführten 
Ergebnisse der Figuren sind als Mittelwert ± Standardfehler (MW±StF) oder als Mittelwert ± 
Standardabweichung (MW±StAbw) aufgeführt. Die Daten wurden auf Normalverteilung mittels 
Kruskal-Wallis-Test geprüft. Um die verschiedenen Untersuchungsgruppen auf Signifikanz zu 
prüfen wurde das one-way ANOVA-Verfahren mit post-hoc Tests (Holm-Sidak-Test und Dunn-
Test) verwendet. p-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Abb. 3.7: Beispielhafte Darstellung der Auswerung eines Endothelzellnetzwerkes (HUVECs) mittels  
ImageJ-Software. (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL Durchlichtmikroskop, 100x) 
Maßstabsleiste: 100 µm 
Pfeile: Verzweigungen (branches) 





4.1 Standardisierte Isolation und Kultivierung früh-ischämischer  
kardialer MNCs 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte vorrangig ein Protokoll für die Isolation und die anschließende 
Kultivierung einer mononukleären Zellpopulation aus dem Rattenherz etabliert werden. Basie-
rend auf den Protokollen, die in den Forschungslaboren der Herzchirurgie zum Beginn dieser 
Doktorarbeit bereits vorlagen, wurde als Ergebnis ein modifiziertes Isolationsprotokoll für kar-
diale MNCs erfolgreich erstellt (siehe auch Abb. 3.4).   
Aufbauend auf den oben beschriebenen erfolgten Beobachtungen und aufgrund der ausge-
prägten Adhärenz wurden die frisch extrahierten MNCs erstmal unter standardisierten Bedin-
gungen bei 5% CO2 und 37°C in DMEM-10 Medium für 1-2 Passagen kultiviert. Nachfolgende 
durchflusszytometrische Analysen dieser MNCs zeigten keine Unterschiede im Oberflächen-
expressionsprofil im Vergleich zu unmittelbar nach Isolation analysierten MNCs. Darüber hin-
aus konnte nach 1-2 Passagen, die aus dem passagierten Zellgemisch durchgeführte Zellsor-
tierung mittels FACS erfolgreich durchgeführt werden. Bemerkenswerterweise hatte dieser 
Vorgang keinen negativen Einfluss auf die weitere Kultivierung der sortierten CD45- CD44+ 
DDR2+ MNC-Subpopulation. Die Zellen konnten unbeeinträchtigt unter den oben genannten 
Kulturbedingungen langzeitstabil bis zu 18 Passagen kultiviert werden.  
Das verwendete Protokoll ermöglicht, unter Beachtung spezifischer Wachstumseigenschaften 
von MNCs, die standardisierte Isolation und langzeitstabile Kultivierung in vitro. 
 
4.2 Durchflusszytometrische Analyse und Sortierung 
Die durchflusszytometrische Analyse der frisch isolierten kardialen MNCs ergab, dass die 
CD45+ Zellfraktion 24 Stunden nach dem operativen Eingriff um 1,6 ± 1,1% in der Sham-
Gruppe und um 4,2 ± 2,6% in der MI-Gruppe angestiegen war. Diese erhöhte Expression 
(~2,6-fach) in der MI-Gruppe ist auf eine verstärkte Aktivierung der Entzündungsphase, mit 
der Infiltration von MNCs zurückzuführen.  
Die kardiale CD45- MNC-Fraktion zeigte zwar jeweils einen Abfall in der MI-Gruppe im Ver-
gleich zur Sham-Gruppe. Dennoch zeigten Analysen der MNC-Subfraktionen klare Trends für 
eine erhöhte CD45- CD44+ und CD45- DDR2+ Expression 24 Stunden nach MI. Die Subfraktio-
nen CD45- CD44+ und CD45- DDR2+ hatten sich in der MI-Gruppe im Vergleich zur Sham-



















Basierend auf der erhöhten Expression wurde mittels FACS-Sorter eine gezielte Sortierung 
der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation durchgeführt. Diese ließ sich unab-
hängig von der Passageanzahl bei 5% CO2 und 37°C langzeitstabil kultivieren. Die Zellpopu-







Abb. 4.1: Durchflusszytometrische-Analyse der verschiedenen MNC-Subpopulationen 24 Stunden nach 
der Operation. 24 Stunden nach der Operation zeigte sich eine signifikant erhöhte Expression der CD45-  
CD44+ und CD45- DDR2+ MNC-Subpopulationen innerhalb der MI-Gruppe, im Vergleich zur Sham-Gruppe. Die 














































 Abb. 4.2:  Repräsentative Gating Strategie einer durchflusszytometrischen Analyse kardialer MNC Fraktion   
24h post OP. Kardiale mononukleäre Zellen wurden 24 Stunden nach der Operation aus dem postischämischen 
Herzen der Ratte enzymatisch isoliert und direkt mittels Durchflusszytometrie analysiert. Alle Ereignisse wurden 
innerhalb des SSC vs. FSC Plots dargestellt (=MNCs). Anschließend wurden die vitalen Zellen (=R2) durch Inver-
tieren der Region R1 (=tote Zellen) ausgewählt, gefolgt vom Einschluss der vitalen Singlets (=R3).  
Die, durch das weitere Invertieren der Region R4, vitalen CD45- MNCs wurden als Basis für die Analyse der Zielsub-
population (R7) selektiert. Gezeigt ist hier eine vitale CD45- CD29+ MNC-Subpopulation, R7.   
AmCyan- Fluorochrom, Leben-Tod Farbstoff, Zombie-Aqua; APC – Allophycocyanin Flurochrom, CD45; Alexa 




Durchflusszytometrische Analyse -  Strategie 
All events --> tim
e --> M
NCs ---> R1 ---> not R1=R2 --->R3 ---->R4 ---> not 
R4=R5 --> R6,R7               
R3 
Erklärung zur Legende. R1: tote MNCs; R2: invertiertes 
Gate: vitale/lebendige MNCs; R3: vitale Singlets; R4: vitale 
CD45
+
 MNCs ; R5: invertiertes Gate, vitale CD45
-










































 Abb. 4.3: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellungen der kardialen Zielsubpopulationen 
24h nach operativem Eingriff (Sham vs. MI).  
Die vitalen kardialen Zielsubpopulationen wurden auf der Basis der Gating Strategie (siehe Abb. 4.2) mittels 
Durchflusszytometrie analysiert.  
R6 – vitale CD45- CD44+ 
R7 – vitale CD45- CD29+ 














































 Fortsetzung der Abbildung 4.3:  
Die vitalen kardialen Zielsubpopulationen wurden auf der Basis der Gating Strategie (siehe Abb. 4.2) mittels 
Durchflusszytometrie analysiert.  
R9   – vitale CD45- CD105+ 
R10 – vitale CD45- PDGFRα+ 


















4.3 CFU-F Bildung 
Die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation entwickelte in der Zellkultur fibroblas-
tenähnliche klonogene Vorläufer (engl. CFU-F). Die beobachte Bildung von klonogenen Vor-
läufern ließ sich dabei unabhängig von der Passageanzahl und der ausgesäten Zelldichte 
nachweisen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass mit zunehmender Dichte der ausgesäten 
Zellen die Anzahl an gebildeten Kolonien stieg.  











Am 9. Tag wurde das Experiment beendet, die Zellen fixiert und gefärbt. In allen 6 Wells konnte 
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Abbildung 4.4 a-c: Ausgangssituation der Koloniebildung in Abhängigkeit der Zelldichte. Die kardialen 
CD45- CD44+ DDR2+ Zellen wurden bei 100 Zellen/cm2, 500 Zellen/cm2 sowie 1000 Zellen/cm2 ausgesät und 
einen Tag später mittels Kontrastverfahren aufgenommen.  
(Carl Zeiss Axiovert 40 CFL Durchlichtmikroskop, 100x) 














Abbildung 4.5 a-c: Lichtmikroskopische Darstellung der zelldichteabhängigen CFU-F Bildung.  
Die Kolonien wurden am 9. Tag des Versuchs mit Methanol fixiert und anschließend nach dem  
Giemsa-Färbeprotokoll gefärbt. Die Fotos wurden mittels Leica A-Plan Mikroskop bei 5-facher  
Vergrößerung (5x) aufgenommen.  


















Bei einer ausgesäten Zelldichte von 100 MNCs pro cm2 konnte nach 9 Tagen eine mittlere 
Kolonieanzahl von 207,5 Kolonien /9,6 cm2 (≙ Well einer 6-Wellplatte) festgestellt werden. Bei 
Zelldichten von 500 und 1000 Zellen pro cm2 konnte aufgrund der bereits fortgeschrittenen 













Durch die nachgewiesene ausgeprägte CFU-F Bildung, auch bei niedriger Aussaat der Zellen, 
erfüllt die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation eines der am frühesten definier-






Abbildung 4.6: Übersichtsaufnahme der CFU-F Bildung bei verschiedenen Zelldichten.  
(nach Tag 9; lila: Giemsa-Farbstoff). 
Zelldichte: Well 1 und 4:  100 Zellen/cm2 
   Well 2 und 5:  500 Zellen/cm2 
   Well 3 und 6:  1000 Zellen/cm2 
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4.4 Multipotente Differenzierungskapazität 
Die isolierten MNCs zeigten in vitro die Fähigkeit zur multipotenten Differenzierung. Die Anzahl 
an Passagen war dabei nicht relevant. CD45- CD44+ DDR2+ MNCs zeigten in den entspre-
chenden funktionellen Differenzierungsmedien eine vollständige Differenzierung in Adipozy-









Die Bildung von Adipozyten konnte durch den optischen Nachweis großer Lipidvakuolen unter 
dem Mikroskop bestätigt werden (Abb. 4.8). Weiterhin belegte der positive Nachweis des „fatty 
acid binding protein 4“ (engl. FABP4) mit dem Fluoreszenzmikroskop die stattgehabte Diffe-
renzierung (Abb. 4.9). FABP4 ist ein Trägerprotein für Fettsäuren, das hauptsächlich in Adi-










Abbildung 4.7: Kontrastaufnahme der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ Zellen vor der Induktion der  
multipotenten Differenzierung. (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL Durchlichtmikroskop, 100x) 
Maßstabsleiste: 100 µm 
 
Abbildung 4.8: Kontrastaufnahme der adipogen differenzierten MSCs. Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-
Subpopulation zeigt adipogene Differenzierungskapazität am 20. Tag der Differenzierung 
(Carl Zeiss Axiovert 40 CFL Durchlichtmikroskop, 100x), Maßstabsleiste: 100 µm 
Pfeile: Vakuolenbildung 













Die Differenzierung in Osteozyten konnte durch den positiven Nachweis an Osteocalcin, mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie, erbracht werden (Abb. 4.10). Die Bildung von Osteocalcin lässt 
sich vorwiegend im, durch Osteoblasten gebildeten, Knochen nachweisen und ist ein Teil der 











Abbildung 4.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der adipogen differenzierten MSCs. 
Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation zeigt am 20. Tag der Differenzierung eine Expression von  
FABP4. Die Fotos wurden mittels Konfokalem-Laser-Scanning-Mikroskop Elyra PS.1 aufgenommen. 






Abbildung 4.10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der osteogen differenzierten MSCs. 
Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC- Subpopulation zeigt am 20. Tag der Differenzierung eine Expression von 
Osteocalcin. Die Fotos wurden mittels Konfokalem-Laser-Scanning-Mikroskop Elyra PS.1 aufgenommen. 








Während des chondrogenen Differenzierungszeitraums bildete sich in dem 15 ml Röhrchen 
ein Knorpel-Pellet. In den mithilfe des Kryostats angefertigten Kryo-Pellet-Schnitten konnte, 
durch Immunfärbung, ein positiver Nachweis auf Aggrecan gezeigt werden (Abb. 4.11). Dieses 












Durch den Nachweis der ausgeprägten multipotenten Differenzierungskapazität der isolierten 
CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation, wird neben der CFU-F Bildung und phänotypischen 
Verifikation, ein weiteres wichtiges funktionelles Kriterium für die mesenchymale Stammzell-






Abbildung 4.11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der chondrogen differenzierten MSCs.  
Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC- Subpopulation zeigt am 20. Tag der Differenzierung eine Expression von 
Aggrecan. Die Fotos wurden mittels Konfokalem-Laser-Scanning-Mikroskop Elyra PS.1 aufgenommen. 






4.5 Kardiomyogene Differenzierung der kardialen CD45- CD44+ DDR2+  
MSCs  
Auf Grundlage, der in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Ergebnissen wurden die kardi-
alen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs weiter auf ihre funktionelle und therapeutische Kapazität un-
tersucht.  
Qtracker®-markierte ischämisch präkonditionierte CD45- CD44+ DDR2+ MSCs aus dem Rat-
tenherz zeigten in einem Co-Kultur-Modell mit murinen neonatalen Kardiomyozyten die Fähig-
keit zu einer kardiomyogenen Differenzierung. Dies wurde durch den Expressionsnachweis 













Die kardialen MSCs zeigten nach 7-tägiger Co-Kultur mit neonatalen murinen Kardiomyozyten 
sowohl ohne als auch unter EPO-Supplementierung eine signifikant erhöhte Expression von 
Nkx2.5 und GATA4 im Vergleich zur MSC-Monokultur. Die Expression dieser frühen kardialen 
Transkriptionsfaktoren konnte durch EPO noch gefördert werden. Es zeigte sich, dass die kon-
tinuierliche EPO-Stimulation über 7 Tage die Nkx2.5-Signalintensität in Co-kultivierten MSCs, 






Abbildung 4.12 a, b: Repräsentative Bilder der Immunfärbung für den Expressionsnachweis der  
kardialen Transkriptionsfaktoren GATA4 und Nkx2.5 in Qtracker®-markierten MSCs.  
Für die Darstellung wurden die Zellen zuerst mit Nkx2.5 und GATA4 Primärantikörpern und anschießend für  
die Visualisierung mit sekundären Antikörpern gefärbt. Die relativen Fluoreszenzsignalintensitäten von 
intranukleärem Nkx2.5 und GATA4 in Qtracker®-markierten MSCs (rot) wurden mittels 
konfokaler-Laser-Scanning Mikroskopie (Elyra PS.1 ) ausgewertet. 
Die kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs (Pfeile) zeigten nach 7-tägiger Co-Kultur mit murinen neonatalen  
Kardiomyozyten eine deutliche Expression von GATA4 und Nkx2.5.  












Die Erkenntnis, dass die ischämisch präkonditionierten CD45- CD44+ DDR2+ MSCs die Fähig-
keit besitzen, in einer myokardialen Umgebung frühe kardiale Transkriptionsfaktoren zu expri-
mieren, liefert einen wichtigen Hinweis auf mögliche therapeutische Effekte dieser mesen-






Abb. 4.13: Signalintensitäten der exprimierten kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und GATA4. 
Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSCs zeigten nach 7-tägiger Co-Kultur mit murinen neonatalen Kardiomyozyten  
(KM) eine signifikant erhöhte Expression von GATA4 und Nkx2.5 im Vergleich zur MSC-Monokultur. Eine über  
7 Tage (7d) durchgeführte Supplementierung mit EPO förderte die Expression von Nkx2.5.  
Die Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt; n=4 
* p≤ 0,05 versus Monokultur  
 
Neonatale KM + kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC Co-Kultur + 7d EPO 
Neonatale KM + kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC Co-Kultur + 1d EPO 
Neonatale KM + kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC Co-Kultur  
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4.6 Angiogenese durch CD45- CD44+ DDR2+ MSCs  
In einem weiteren therapeutischen Modell wurden die proangiogenen Effekte der kardialen 
MSCs auf Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (engl. HUVECs) untersucht. Nach 
24-stündiger Co-Kultur mit postischämischen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs zeigten HUVECs 




















Die Bildung von Verzweigungs- und Knotenpunkten erhöhte sich um das 3,4-fache bzw. 4,5-
fache im Vergleich zur einer kaum wahrnehmbaren Angiogenese in einer nicht stimulierten 
HUVEC-Monokultur (=HUVEC-Kontrolle). In den verbleibenden stimulierten HUVEC-Monokul-
turen wurde die Angiogenese aktiviert. Eingehende Analysen zeigten insbesondere in der mit 
EPO und MSC-konditioniertem Medium (=Kond. DMEM-10 + EPO) ergänzten HUVEC-Mono-
kultur eine gesteigerte Bildung von Zellverzweigungen und -netzwerken. MSC-konditioniertes 
Medium (=Kond. DMEM-10) und EPO-supplementiertes Medium (=DMEM-10 + EPO) zeigten 
eine ähnliche Angiogenese-Induktion in Form von HUVECs-Verzweigungen und Knotennetz-
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Abbildung 4.14 a-e: Lichtmikroskopische Aufnahme der Tubuli- und Netzwerkbildung der verschiedenen  
Kulturansätze auf Matrigel®. Die Bildung von Zellverzweigungen und -knotenpunkten wurde sowohl durch den  
direkten Zell-Zell-Kontakt von MSCs und HUVECs (b), als auch durch parakrine Faktoren des konditionierten  
MSC-Mediums (c), im Vergleich zur HUVEC-Kontrolle (a), gefördert. Eine weitere Supplementierung des 
konditionierten Mediums mit EPO (e) konnte die proangiogenen MSC-Effekte noch unterstützen.  
(Carl Zeiss Axiovert 40 CFL Durchlichtmikroskop, 100x)  
Maßstabsleiste: 100 µm 
 
a b c 
d e a: HUVEC-Kontrolle 
b: HUVECs + MSCs 
c: Kond. DMEM-10 
d: DMEM-10 + EPO 




























Abbildung 4.15: Gruppenanalyse auf Bildung von Endothel-Verzweigungen im Co-Kultur-Modell der 
kardialen MSCs mit HUVECs. 
Alle Gruppen zeigten im Vergleich zur HUVEC-Kontrolle eine signifikant erhöhte Bildung von  
Endothelverzweigungen. Die Co-Kultur aus HUVECs und MSCs zeigte im Vergleich zur Kond. DMEM-10 – 
Gruppe ebenfalls eine signifikant erhöhte Bildung an Endothelverzweigungen.  
Die Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt; n=5; * p≤ 0,05  
 
Abbildung 4.16: Gruppenanalyse auf Bildung von Knotenpunkten im Co-Kultur-Modell der kardialen 
MSCs mit HUVECs.  
Alle Gruppen zeigten im Vergleich zur HUVEC-Kontrolle eine signifikant erhöhte Bildung von Knotenpunkten. 
Darüber hinaus ließ sich eine signifikant erhöhte Bildung von Knotenpunkten in der mit EPO-stimulierten Kond. 
DMEM-10 – Gruppe im Vergleich zur EPO-stimulierten DMEM-10 – Gruppe und Kond. DMEM-10 – Gruppe nach-
weisen. Die Co-Kultur aus HUVECs und MSCs zeigte ebenfalls eine Signifikanz gegenüber der konditionierten 
DMEM-10 – Gruppe. 




Die EPO-Supplementierung des MSC-konditionierten Mediums zeigte eine Synergie auf die 
Angiogenese. Dies machte sich in der 2,5-fach verstärkten Bildung von Zellverzweigungen 
und -knotenpunkten im Vergleich zur nicht stimulierten HUVECs-Monokultur deutlich (siehe 
Abb. 4.15 und 4.16). In dem MSC-konditioniertem Medium, das mit EPO supplementiert 
wurde, wurde die Bildung von HUVEC-Netzwerken um das 5,2-fache (p<0,001), 2,2-fache 
(p=0,017) und 2,5-fache (p=0,007) im Vergleich zur HUVECs-Monokultur, konditioniertem 
DMEM-10-Gruppe und DMEM-10 + EPO-Gruppe, erhöht (Abb. 4.15 und 4.16).  
Der Nachweis des proangiogenen Potentials der CD45- CD44+ DDR2+ MSCs liefert einen wich-







Das Säugetierherz besteht aus unterschiedlichen Zellpopulationen. Die mononukleären Zellen 
(engl. MNCs), darunter mesenchymale Stammzellen (engl. MSCs) und kardiale Fibroblasten, 
bilden dabei einen Großteil der nicht-myozytären Zellfraktion [210, 211]. Aus Vorarbeiten ist 
bekannt, dass MSCs einen aktiven Beitrag im Heilungsprozess, einschließlich der Fibrose- 
und Narbenbildung nach einem MI liefern [212, 213]. Die bisher unternommenen Versuche, 
mittels Transplantation von MSCs, langfristig und konstant positive therapeutische Effekte zu 
erzielen, erbrachten divergente Ergebnisse [94–98]. Deshalb stellt die Aufklärung von zell- und 
gewebespezifischen Wechselwirkungen sowie die Regulierung von unterschiedlichen Signal-
wegen und die Optimierung der Zellverabreichung ein wichtiges Ziel dar, um das Transplan-
tatüberleben, die Immunabstoßung und ein zielgerichtetes Homing zu verbessern [99, 214]. 
Die Gefahr, dass transplantierte Zellen über den Kreislauf vom geplanten Wirkungsort weg-
transportiert werden oder infolge des stark inflammatorischen kardialen Mikromillieus apopto-
tisch werden, mindern den therapeutischen Effekt [215]. 
Ein vielversprechender Ansatz, der die Aktivierung, das Überleben und die Immunabstoßung 
regulieren könnte, bietet das Verständnis und die Stimulation von kardial residenten Stamm-
zellnischen und -quellen [106, 216].  
In der hier durchgeführten Studie konnte im Rattenmodell anhand durchflusszytometrischer 
Analysen und Charakterisierungen gezeigt werden, dass es in innerhalb einer intrakardialen 
mesenchymalen Stammzellnische 24 Stunden nach MI zu einer starken Proliferation kam.   
Bemerkenswerterweise konnten wir eine Methode zur Isolation und Kultivierung einer MNC-
Subpopulation etablieren, die im langzeitigen Verlauf auch standardisiert angewendet werden 
konnte. Diese Zellen erfüllten in vitro alle funktionellen Eigenschaften für die Definition von 
MSCs und zeigten während der Co-Kultivierung mit murinen neonatalen Kardiomyozyten eine 
Expression früher kardialer Transkriptionsfaktoren. Darüber hinaus zeigten die kardialen 
MSCs ein ausgeprägtes proangiogenes Potential. Beachtenswert ist die durch Supplementie-
rung mit dem pleiotropen Wachstumsfaktor Erythropoetin geförderte kardiomyogene Differen-
zierbarkeit, als auch das gesteigerte proangiogene Potential dieser Zellen. Die vorliegenden 
Ergebnisse verdeutlichen eine mögliche entscheidende Beteiligung der kardialen MSCs in der 
Heilungsphase nach einem MI und unterstreichen ihr großes regeneratives Potential.  
 
5.1 Isolation und Kultivierung kardialer früh-postischämischer MNCs  
In dieser experimentellen Arbeit ist es uns in erster Linie gelungen, eine Methodik, sowie ein 
Protokoll für die Isolation und langzeitstabile Kultivierung von MNCs aus dem Rattenherz zu 
etablieren, so dass die untersuchten Zellpopulationen auf einem standardisierten Weg gewon-
nen werden konnten.  
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In den ersten Vorversuchen konnten wir beobachten, wie schwierig es war, eine unmittelbar 
nach der enzymatischen Isolation mittels FACS sortierte spezifische MNC-Subpopulation lang-
zeitstabil zu kultivieren. Eine schwache Adhärenz und eine geringe Proliferation in der Zellkul-
tur machten eine solche Kultivierung nicht ausführbar. Ein möglicher Grund dafür kann die 
schnelle Trennung der spezifischen MNC-Subpopulation aus ihrer ursprünglichen mononuk-
leären Zellmatrix sein. Es wurde nachgewiesen, dass alle kardialen Zellen in einer speziellen 
Umgebung existieren, die zu einer Sicherung des Überlebens und der Funktion beiträgt sowie 
ihre biologische Aktivität kontrolliert. Die extrazelluläre Matrix (EZM) und die in ihr gespeicher-
ten Wachstumsfaktoren sind ein wesentlicher Bestandteil dieser Mikroumgebung [217].  
Ein rasches Rausreißen der zu isolierenden Zellen aus der EZM erfolgte bereits während der 
enzymatischen Aufarbeitung der kardialen MNC-Fraktion. In dem Ursprung der kardialen Zel-
len liegt ihre Fähigkeit zur Adhärenz begründet, die durch Strukturen (Integrine) zwischen Zel-
len und der EZM aufrechterhalten wird. Wie schon in früheren Arbeiten beobachtet, konnten 
wir auch in unseren Vorversuchen den Misserfolg bei der Adhärenz der „frisch“ sortierten 
Zielsubpopulation feststellen [218, 219]. Ein Verlust des Integrin-vermittelten Zell-Matrix-Kon-
takts induzierte bei bestimmten Zelltypen einen programmierten Zelltod (Apoptose) [220].  
Dahingegen konnte gezeigt werden, dass die Gesamtheit an MNCs, die aus dem Rattenherz 
isoliert wurde, eine ausgeprägte plastische Adhärenz und schnelle Proliferation zeigte, wenn 
sie direkt in Zellkultur gebracht wurde. 
Diese Etablierung und vor allem auch die Standardisierung von Isolations- und Kultivierungs-
protokollen sind von zentraler Bedeutung, um neue Erkenntnisse der isolierten Zellen zu ge-
winnen.  
 
5.2 In der frühen Phase nach dem Myokardinfarkt proliferiert eine  
CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation 
Die Identifizierung und Stimulation von intrakardialen MSC-Nischen bietet einen zentralen For-
schungsansatz, um die mesenchymale Stammzelltherapie nach MI zu optimieren. Eine indi-
rekte Methode zur Verbesserung von Stammzelltherapeutika scheint dabei ein detailliertes 
Verständnis und die Regulation residenter Stammzellnischen zu sein.  
Bemerkenswerterweise identifizierte die Vorarbeit von Klopsch et al. mittels Immunfluores-
zenzfärbung eine intramyokardiale CD29+ CD44+ CD90+ CD105+ PDGFRα+ DDR2+ MSC-Ni-
sche, die eine hohe Vimentinexpression zeigte.  Diese Nische zeigte vor allem in der „frühen 
Phase“ nach MI (24 Stunden) eine dynamische Proliferation, insbesondere in der Periinfarkt-
Grenzzone [155].  
In der vorliegenden Arbeit konnte diese Nischenlokalisation bestätigt und weiterführend cha-
rakterisiert werden. Die 24 Stunden nach der Operation durchgeführten durchflusszytometri-
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schen Analysen auf unterschiedliche MSC-relevante Oberflächenmarker zeigten eine deutli-
che Reduktion der CD45- Fraktion im früh-ischämischen Myokard, dennoch konnte eine ver-
stärkte Proliferation einer kardialen postischämischen CD45- CD44+ DDR2+ Subpopulation im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (Sham-Gruppe) nachgewiesen werden.  
Dominici et al. definierten CD45 als einen wichtigen Negativmarker zur Definition von MSCs 
[128]. Dahingegen stellt CD44 ein anerkanntes und in der Literatur oft zitiertes MSC-relevantes 
Oberflächenantigen dar, das für die gezielte Isolation der Zellen Anwendung findet [133–135, 
194]. Interessanterweise zeigten Klopsch et al., dass Zellen innerhalb der identifizierten Nische 
zum Teil sowohl Vimentin, als auch DDR2 exprimierten [155]. Vimentin wird als Protein des 
Zytoskeletts in mesenchymalen Zellen exprimiert [221]. Darüber hinaus konnte es auch in Zel-
len nachgewiesen werden, die eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) durchlaufen 
haben [183]. Die EMT stellt ein reversibles zelluläres Programm dar, das unter anderem eine 
wichtige Rolle bei der Gastrulation, Gewebemorphogenese und während der Wundheilung 
spielt [222, 223]. Wagner et al. zeigten anhand einer Genexpressionsanalyse, dass einige 
Gene der Morphogenese und Entwicklung, die auch an der EMT beteiligt sind, stärker in MSCs 
als in Fibroblasten exprimiert wurden. Die Gene schlossen unter anderem Fibronektin, ECM2, 
Glypican-4, ID1, NF1B, HOXA5 und HOXB6 ein [224]. Die myokardiale Ischämie, als unmit-
telbare Folge des MI, stellt einen wichtigen Aktivator der EMT dar [183]. Daher stellte unsere 
Gruppe um Klopsch et al. die Hypothese auf, dass eine frühzeitig vermehrte Vimentininduktion 
im postischämischen Herzen eine klare Unterscheidung von kardial residenten MSCs und kar-
dialen Fibroblasten ermöglichen könnte [167]. 
Battula et al. berichteten in 2010, dass sich EMT-abgeleitete Zellen funktionell und phänoty-
pisch wie MSCs verhalten. Die Zellen exprimierten relevante MSC-Marker (CD45- und CD44+) 
und zeigten eine multipotente Differenzierungskapazität. Darüber hinaus konnte die Gruppe 
demonstrieren, dass die Zellen in vivo ein ausgeprägtes Homing in den Wundbereich zeigten 
[225]. Damit stellt Vimentin einen wichtigen Marker zur Identifikation von Zellen mit mesen-
chymalem Charakter dar. Da es jedoch als Protein des Zytoskeletts hauptsächlich intrazellulär 
exprimiert wird, konnten wir es in der vorliegenden Arbeit nicht für die durchflusszytometrische 
Charakterisierung und Sortierung unserer Zielzellen nutzen, da hierbei ausschließlich extra-
zelluläre Signale verwendet werden konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde die extrazellu-
läre Expression des Discoidin-Domänenrezeptors 2 (engl. DDR2; CD167b) für die durch-
flusszytometrische Charakterisierung und Isolation der MNC-Subpopulation aus dem früh-       
ischämischen Herzen verwendet. In unseren durchflusszytometrischen Analysen zeigte DDR2 
neben CD44 eine starke Überexpression im postischämischen Myokard der MI-Gruppe im 




Crawford et al. wiesen darauf hin, dass Fibroblasten, die im früh-postischämischen Myokard 
eine starke Proliferation zeigten, von mesenchymalen CD44+ DDR2+ Progenitorzellen ab-
stammten [197]. DDR2 gilt als spezifischer Marker für kardiale Fibroblasten und möglicher-
weise frühe kardiale MSCs. Er wird dabei nicht von anderen kardialen Zellpopulationen wie 
Endothelzellen, glatten Muskelzellen oder Kardiomyozyten exprimiert [197, 226].  
Damit zeigt die hier isolierte kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Zellpopulation durch ihr Anti-
genexpressionsprofil deutliche Hinweise auf eine mesenchymale Herkunft. Die positive Ex-
pression von CD44 und DDR2 deutet auf einen kardialen Ursprung hin. Weiterhin konnte durch 
die Induktion des MI eine deutliche Aktivierung der Proliferation innerhalb dieser intramyokar-
dialen Zellnische, im Vergleich zur Sham-Gruppe, beobachtet werden. Diese Ergebnisse de-
cken sich mit den zuvor mittels Immunfluoreszenzfärbung ausgewerteten kardialen Schnitten. 
Zusätzlich zeigten diese, dass es neben der ausgeprägten Proliferation der MSC-Cluster im 
postischämischen Herzen, nur zu einem vereinzelten Auftreten von scheinbar inaktiven MSC-
Clustern im Myokard der Sham-Gruppe kam [155].  
Bereits in 2011 bzw. 2012 berichteten Chong et al. [106] und van Wijk et al. [65] über kardial 
residente MSC-Nischen, die sich vor allem im epikardialen Bereich lokalisieren ließen. Sie 
demonstrierten, dass die Ischämie einen starken Trigger für die Aktivierung und Proliferation 
innerhalb dieser Nischenlokalisation darstellte, so dass die vom Epikard stammenden MSCs 
innerhalb der ersten 72 Stunden in die Infarktzone migrierten. Dort konnten sie durch Differen-
zierung in verschiedene kardiale Zellpopulationen die Regeneration des Herzens nach einem 
MI fördern [65].   
Neben den beschriebenen residenten kardialen Stammzellnischen gibt es jedoch auch weiter-
hin Hinweise, die für eine wichtige regenerative Beteilung von Zellen aus dem Knochenmark 
sprechen [227]. Das Knochenmark als Reservoir von Stamm- und Progenitorzellen kann un-
terschiedliche Rollen bei der Wundheilung nach einer ischämischen Herzschädigung einneh-
men. Dabei wird die Art der differenzierten Zelle von der lokalen Mikroumgebung beeinflusst 
[227]. Beispielsweise wurde berichtet, dass bis zu einem Viertel aller Myofibroblasten, die nach 
einem MI im ischämischen Myokard nachgewiesen wurden, von Progenitorzellen aus dem 
Knochenmark abstammten [212, 227]. Dahingegen stellten Carlson et al. fest, dass Fibroblas-
ten, die aus dem ischämischen Myokard isoliert wurden, von mesenchymalen CD44+ Proge-
nitorzellen abstammten, denen die Expression des hämatopoetischen Markers CD45, sowie 
typischer Entzündungsmarker fehlten. Dies deutet daraufhin, dass diese Zellen keinen myeloi-
den Ursprung zeigten, sondern eher als kardial residente Zellen anzusehen sind [213]. Viel-
mehr scheinen Fibroblasten, die sich aus myeloiden hämatopoetischen Progenitorzellen diffe-
renzieren, eine entscheidende Rolle bei der reaktiven interstitiellen Fibrose im Rahmen einer 
Ischämie/ Reperfusionskardiomyopathie (engl. I/RC) zu spielen. Vorarbeiten zeigten, dass re-
petitive myokardiale Hypoxiephasen zu einer verlängerten Expression des Monozyten-
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Chemoattraktionsproteins-1 (engl. MCP-1) und damit zu einer verstärkten Migration einer 
MCP-1-sensitiven Monozytenpopulation aus dem Knochenmark führten. Dahingegen kam es 
während einer akut einsetzenden Hypoxie im Rahmen eines MI zu einer schnellen Unterdrü-
ckung der Chemokinantwort, einschließlich MCP-1 [228]. Dies führte in der Folge nur zu einer 
kurzzeitigen Expression von MCP-1. Eine experimentelle Deletion des MCP-1 führte zu einer 
vollständigen Unterdrückung der fibrotischen Reaktion nach einer Ischämie / Reperfusions-
phase. Dahingehen konnte bei einem MI, trotzt MCP-1 Deletion eine vollständige Narbenbil-
dung beobachtet werden [197].  
Weiteres Interesse und Studien zum Verständnis der Rolle des Zusammenspiels zwischen 
Fibroblasten/Mesenchym und Ischämie, wurde von Crawford et al. im Jahr 2012 ebenfalls de-
monstriert [197]. Sie haben beobachtet, dass Fibroblasten, die stark an der Narbenbildung 
nach MI beteiligt sind, aus endogenen mesenchymalen Stammzellen hervorgehen. Sie liefer-
ten die Erkenntnis über die Existenz einer CD44+ kardial residenten MSC-Population. Diese 
Zellen exprimierten darüber hinaus primitive Marker (Nanog, TERT und CD34) und spezifische 
Fiboblastenmarker wie Kollagen I und DDR2 [197]. Diese Resultate unterstützen die hier ge-
zeigten Ergebnisse über die Existenz einer aktiv proliferierenden CD45- CD44+ DDR2+ MSC-
Nische und die Hypothese, dass sie einen wichtigen Beitrag in der Heilungsphase nach MI 
leisten könnten. Die in dieser Arbeit etablierten und standardisierten Protokolle für die Isolation 
und Kultivierung dieser MSC-Subpopulation liefern eine wichtige Grundlage, um durch weitere 
Experimente ein detailliertes Verständnis dieser Zellen zu entwickeln.  
Ein genaues Verständnis über die Beteiligung am Heilungsprozess und vor allem die Regula-
tion dieser residenten MSC-Subpopulation, kann zu einer großen Steigerung des therapeuti-
schen Potentials beitragen.  
 
5.3 CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation weist Eigenschaften  
mesenchymaler Stammzellen auf  
Da es für das Verständnis der zellulären Rolle der identifizierten und isolierten Zellpopulation 
von großer Bedeutung ist, wurden in der vorliegenden Arbeit weitere Erkenntnisse über ihren 
Zellcharakter erbracht. Ein Ziel dieser Arbeit lag in der Isolation und Kultivierung einer mesen-
chymalen Stammzellpopulation aus dem früh-postischämischen Herzen der Ratte. Anhand 
der gezeigten Expression von Oberflächenantigenen konnte jedoch lediglich auf einen mono-
nukleären Zellcharakter geschlossen werden.  
Die isolierte CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation wies neben der Expression MSC-rele-
vanter Oberflächenantigene, auch entscheidende funktionellen Eigenschaften auf, die den 
mesenchymalen Stammzellcharakter dieser Zellen belegten. 
MSCs besitzen kein spezifisches Oberflächenantigen-Expressionsprofil. Dies führte dazu, 
dass in der Literatur bislang keine gesicherte Methode zur gezielten durchflusszytometrischen 
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Aufreinigung von MSCs existiert [229]. Für die Identifikation und Isolation von mesenchymalen 
Stammzellen wurden 2006 von der internationalen Gesellschaft für Zell- und Gentherapie 
(engl. ISCT) eine Reihe an MSC-relevanten Oberflächenantigenen (siehe Abb. 1.2) vorge-
schlagen [128]. Es zeigte sich, dass diese Vorschläge jedoch zu keiner strengen Charakteri-
sierung führten und einer gewissen Flexibilität bedürfen. Seitdem wurden mehrere zusätzliche 
Marker identifiziert, beispielsweise: STRO-1 [230], CD271 [231], CD200 [232], Gangliosid G2 
[233] und CD349 [231], die jedoch ebenfalls keine ausschließliche Expression durch MSCs 
zeigten. Daher existiert kein einziger Marker bzw. keine begrenzte Anzahl von Markern, die 
eine MSC-spezifische Isolation ermöglichen würden [229].  
Neben der Expression MSC-relevanter Oberflächenmarker spielte daher der Nachweis funk-
tioneller MSC-typischer Eigenschaften eine entscheidende Rolle, um den mesenchymalen 
Stammzellcharakter der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation zu bestätigen.  
 
5.3.1 CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation bildet fibroblastenähnliche klonogene  
Vorläufer  
Die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation wurde auf die Bildung fibroblastenähn-
licher klonogener Vorläufer (engl. CFU-F) untersucht, um ein weiteres wichtiges funktionelles 
MSC-Kriterium zu prüfen. Die Zellen zeigten unabhängig von der Passageanzahl und der aus-
gesäten Zelldichte die Fähigkeit zur ausgeprägten CFU-F Bildung. 
Die Fähigkeit der Koloniebildung, als eine der wichtigsten Eigenschaften zur Identifikation von 
MSCs, wurde bereits in 1970 von Friedenstein et al. beschrieben [205]. Klonogenität be-
schreibt dabei die Fähigkeit von MSCs dichteunempfindlich zu wachsen, das heißt, aus einer 
Vorläuferzelle ein Kolonie zu bilden [137]. Diese Fähigkeit, Klone aus einer einzelnen Zelle zu 
erzeugen, stellt einen formalen Beweis für die Fähigkeit zur Selbsterneuerung dar, diese für 
Stammzellen charakteristisch ist [234].  Seit längerer Zeit kann dies routinemäßig durch CFU-
F-Assays nachgewiesen werden [235]. Bianco et al. wiesen jedoch darauf hin, dass ein Kolo-
niewachstum auch beobachtet werden konnte, wenn nicht-klonale Zellen in einer erhöhten 
Dichte ausgesät wurden. Die erhöhten Zelldichten führten zu nicht interpretierbaren Ergebnis-
sen und es konnte nicht davon ausgegangen werden, dass die ausgesäten Kolonien einen 
klonalen Charakter besaßen [137]. Auf Grund dieser Einschränkungen in der Aussagekraft 
wurden für den CFU-F Nachweis im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Zelldichten ver-
wendet, um mögliche Unterschiede erkennen und bewerten zu können. Da hierbei schon sehr 
niedrige Zelldichten (100 Zellen/cm2) eine ausgeprägte Koloniebildung zeigten (siehe Abb. 




5.3.2 CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation zeigt eine multipotente  
Differenzierungskapazität 
Der Nachweis der multipotenten Differenzierungskapazität stellt ein weiteres wichtiges ISCT-
Kriterium zur Definition von MSCs dar [128]. Die hier isolierte kardiale CD45- CD44+ DDR2+ 
MNC-Subpopulation zeigte in vitro eine ausgeprägte Fähigkeit zur multipotenten Differenzier-
barkeit entlang der mesodermalen Linie. Dabei konnte die Bildung von Adipozyten, Osteozyten 
und Chondrozyten unabhängig von der Passageanzahl der kultivierten Zellen nachgewiesen 
werden (siehe Abb. 4.9, 4.10 und 4.11). 
Die Erkenntnis, dass mesenchymale Stammzellen die Eigenschaft besitzen, sich zu Linien 
mesenchymaler Gewebe zu differenzieren, wurde bereits 1999 von Pittenger et al. detailliert 
beschrieben [194]. Der Nachweis auf multipotente Differenzierbarkeit bietet heute eine aner-
kannte Methodik, um MSCs als funktionell zu identifizieren. Durch die Unabhängigkeit von 
MSC-Markern sowie von Gewebe- oder Spezies-Typen bietet die Testung auf multipotente 
Differenzierbarkeit, zusätzlich zu der durchflusszytometrischen Untersuchung, eine wichtige 
experimentelle Hilfe zur Charakterisierung der MSC-Subpopulation.  
Resümierend erfüllt die in dieser Arbeit isolierte kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopu-
lation alle von der ISCT vorgeschlagenen Mindestkriterien zur Definition von MSCs [128]. Die 
Zellen zeigten unter standardisierten Kulturbedingungen (5% CO2 und 37°C) eine typische 
Adhärenz an Kunststoffoberflächen. Zudem zeigten sie in durchflusszytometrischen Analysen 
eine Expression typischer bzw. anerkannter MSC-Oberflächenmarker sowie in vitro eine aus-
geprägte Potenz zur multipotenten Differenzierung in Adipozyten, Osteozyten und Chondro-
zyten. Damit konnte der mesenchymale Stammzellcharakter dieser isolierten Zellpopulation 
nachgewiesen werden. 
 
5.4 Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSCs zeigen die Fähigkeit zur  
kardiomyogenen Differenzierung  
Nachdem die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ Zellpopulation durch ihre funktionellen Eigenschaf-
ten als MSCs charakterisiert wurden, lag eine weiteres Ziel dieser Arbeit darin, in vitro das 
Verständnis über eine mögliche Beteiligung dieser Zellen an regenerativen Prozessen nach 
einem MI zu verbessern. Vorarbeiten beschrieben bereits die Fähigkeit von kardialen Proge-
nitorzellen, eine kardiomyogene Differenzierung zu erfahren. Dabei wiesen diese Studien un-
ter anderem daraufhin, dass das Epikard eine wichtige Quelle für kardiale Progenitorzellen 
darstellt, die im Rahmen einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) zur Regeneration 
nach kardialen Verletzungen beitragen könnten (siehe Abschnitt 1.4.2) [65, 236, 237].   
Um eine mögliche kardiomoygene Transdifferenzierung der durch MI präkonditionierten kardi-
alen MSCs zu untersuchen, wurden die Zellen mit neonatalen Kardiomyozyten der Maus Co-
kultiviert und auf ihr kardiomyogenes Differenzierungspotential untersucht. Zusätzlich wurde 
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eine ein- und siebentägige Supplementierung mit EPO durchgeführt, um dessen Einfluss auf 
die kardiomyogene Differenzierung von MSCs zu analysieren.  
Bemerkenswerterweise zeigt diese Arbeit, dass die isolierte kardiale CD45- CD44+ DDR2+ 
MSC-Subpopulation die Fähigkeit besitzt, in einer siebentägigen Co-Kultur mit murinen neo-
natalen Kardiomyozyten, die Expression früher kardialer Transkriptionsfaktoren (GATA4 und 
Nkx2.5) zu steigern. Dies bestätigte vor allem die deutlich erhöhte Expression von Nkx2.5. 
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation durch 
ihre kardiomyogene Präkonditionierung, auch unabhängig von einer EPO-Supplementierung, 
die Fähigkeit besitzt frühe kardiomyogene Transkriptionsfaktoren zu exprimieren. Eine mögli-
che Ursache dieser Präkonditionierung stellt die Annahme dar, dass diese kardiale MSC-Sub-
population im Rahmen einer ischämisch induzierten EMT aktiv proliferierte [65], wodurch unter 
anderem ihr kardiomyogenes Transdifferenzierungspotential möglicherweise gefördert wurde 
[238].  
Es ist bekannt, dass die Entwicklung der Kardiomyozyten von einer Vielzahl von Genen inner-
halb eines Netzwerkes beeinflusst wird. Nkx2.5 stellt dabei den frühesten Marker des präkar-
dialen Mesoderms dar, aus dem sich das Myokard entwickelt [239]. Yadav und Mishra isolier-
ten kardiale  Nkx2.5- und GATA4-positive Stammzellen, die in einem kardiomyozytären Diffe-
renzierungsmedium spezifische Kardiomyozytenmarker wie α-Aktinin und Troponin I expri-
mierten [240]. Des Weiteren zeigten Nkx2.5-exprimierende Progenitorzellen die Fähigkeit zur 
multipotenten Differenzierbarkeit in Kardiomyozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen 
und scheinen somit nicht ausschließlich auf eine kardiale Zelllinie beschränkt zu sein [241].   
Bisher wurden zahlreiche biochemische Induktoren beschrieben, die in vitro zu einer gezielten 
kardiomyogenen Transdifferenzierung von MSCs führten [140, 242–245]. In vivo scheint je-
doch die Mikroumgebung des Myokards selbst in der Lage zu sein, Zellsignale und Zellpro-
gramme zu induzieren, die zu einer kardialen Differenzierung führen könnten [143]. So konn-
ten Orlic et al. bereits 2001 zeigen, dass MSCs aus dem Knochenmarkt bei lokaler Transplan-
tation in das früh-ischämische Myokard die Fähigkeit besitzen funktionelle Kardiomyozyten 
und Gefäßstrukturen zu bilden [81]. Diese Erkenntnis konnte in der Folge durch weitere Tier-
modelle bestätigt werden [246–248]. Diese Resultate unterstützen unsere Annahme, dass das 
ischämische Myokard mitsamt seiner Mikroumgebung ein entscheidender präkonditionieren-
der Faktor der CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation sein könnte und damit auch ihr wei-
teres Zellschicksal nachhaltig beeinflussen könnte.   
Das Ziel, der in dieser Arbeit durchgeführten Co-Kultivierung von MSCs mit murinen neonata-
len Kardiomyozyten, lag in erste Linie in der Herstellung einer vereinfachten kardialen Mikro-
umgebung in einem in vitro-Modell. Einige Vorarbeiten demonstrierten, dass MSCs durch sol-
che Co-Kultur-Modelle in der Lage sind, kardial-spezifische Proteine wie beispielsweise Tro-
ponin I [249], α-Aktinin [249], MEF-2C [249], Nkx2.5 [201] und GATA4 [201] zu exprimieren 
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sowie teilweise auch kardial Aktionspotentiale zu erzeugen [250]. Andere berichteten, dass 
eine Co-Kultivierung mit Kardiomyozyten nicht ausreichte, um eine vollständige Transdifferen-
zierung in funktionelle Kardiomyozyten zu induzieren. [248, 251].  
Neben der oft beschriebenen extrazellulären, parakrinen Kommunikation von MSCs mit der 
Umgebung [252] scheint jedoch auch eine direkte interzelluläre, metabolische Kommunikation 
eine wichtige Rolle zu spielen. Diese wird hauptsächlich durch interzelluläre Kanäle (Gap-
Junctions) vermittelt, die aus Connexinen bestehen [253]. Verschiedene Studien haben ge-
zeigt, dass MSCs in Lage sind funktionelle Gap Junctions sowohl untereinander, als auch mit 
Myokardzellen auszubilden  [201, 254–256].  
Interessanterweise demonstrierten Lemcke et al. in einer Studie aus unserem Labor, dass die 
Ausbildung solcher Zell-Zell-Kontakte innerhalb einer Co-Kultur zwischen MSCs und neona-
talen Kardiomyozyten eine entscheidende Rolle für eine signifikanten Hochregulation von frü-
hen kardialen Transkriptionsfaktoren, im Vergleich zu einer Co-Kultur ohne Zellkontakte, 
spielte [201]. Dabei zeigten Sie, dass Gap Junctions, unter anderem durch die Übertragung 
von mikro-Boten RNA (miRNA), die zu Veränderungen der Genexpression in der Empfänger-
zelle führt, zu dieser kardiomyogenen Differenzierung beitrugen [201]. Auch andere Studien 
zeigten, dass eine effiziente Gap Junction-Kopplung zwischen MSCs und Kardiomyozyten er-
forderlich war, um eine kardiomyogene Differenzierung zu induzieren [257].  
Die Erkenntnisse, dass die hier isolierte CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation in Co-Kultur 
mit neonatalen Kardiomyozyten zu einer kardiomyogenen Differenzierung in der Lage ist, un-
terstreicht ihr Potential sich in eine kardiale Zellumgebung zu integrieren. Die erhöhte Expres-
sion der frühen kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und GATA4 demonstriert ihr regene-
ratives Potential, welches durch den therapeutischen Ansatz der EPO-Supplementierung noch 
bekräftigt werden konnte. Ob dieses Potential gleich zu halten ist, wie in eigenen und anderen 
Vorarbeiten nachgewiesen wurde, ist noch zu klären, da es sich bei der Mehrzahl um aus dem 
Knochenmark isolierte MSCs handelte und nicht wie in dieser Arbeit um eine kardial residente 
Subpopulation. Dies zeigt, dass die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation neuar-
tig bzw. anders zu betrachten ist.   
Eine Bemerkung wert ist die Arbeit von Rossini et al., diese die kardiale Transplantation von 
Zellen aus kardialem Gewebe und Knochenmark verglich, die unter anderem mesenchymale 
Marker wie beispielsweise CD105, CD73, CD29 und CD44 exprimierten. Die kardiale Zellpo-
pulation zeigte dabei eine erhöhte Effizienz sowohl in der Erfassung eines kardiomyogenen 
Phänotyps, als auch in der Förderung der Angiogenese über parakrine Faktoren [258]. Dies 
deutet auf einen klinisch relevanten Vorteil von kardial residenten Zellen mesenchymalen Ur-
sprungs im Vergleich zu myeloiden MSCs hin. Diese Erkenntnis bestärkt die Notwendigkeit 
einer gezielten Untersuchung und der wissenschaftlichen Fokussierung auf kardial residente 
Zellen, sowie spezifischer Zellsubpopulationen, wie der vorliegenden CD45- CD44+ DDR2+ 
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MSC-Subpopulation. Detaillierte Einblicke stellen dabei eine Voraussetzung für die Entwick-
lung optimaler Strategien für zellbasierter Therapieansätze dar.   
Weiterhin ist zu berücksichtigen, dass es sich bei den kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs 
um eine durch myokardiale Ischämie präkonditionierte Subpopulation handelt. Vorherige Ar-
beiten demonstrierten in vitro, dass eine kardiale ischämische Umgebung, in Form eines kon-
ditionierten Mediums, die Expression von GATA4, Nkx2.5, sowie des Gap Junction-Proteins 
Connexin 43 (Cx43) in MSCs fördern konnte. [259, 260]. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass 
die ischämische Präkonditionierung, welche auch unsere kardialen MSCs auszeichnet, einen 
wichtigen regenerativen und therapeutischen Vorteil für die hier isolierte MSC-Subpopulation 
bieten könnte. 
 
5.4.1 EPO fördert die kardiomyogene Differenzierung der kardialen  
CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation  
Anlehnend an die oben ausgeführten Erkenntnisse konnte weiterhin in dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass eine Supplementierung mit EPO das kardiomyogene Differenzierungspotential 
der CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation zusätzlich noch förderte. Dabei zeigte sich, dass 
vor allem eine kontinuierliche EPO-Gabe (100 U/ml) über 7 Tage zu einer gesteigerten Ex-
pression des frühen kardialen Transkriptionsfaktors Nkx2.5 führte.  
Zafiriou et al. berichteten, dass kardiale Progenitorzellen EPO-Rezeptoren exprimieren und 
durch eine EPO-Supplementierung sowohl in vivo, als auch in vitro in kardiomyozytenähnliche 
Zellen differenzierten [261]. 
Des Weiteren demonstrierte eine Vorarbeit aus unserem Labor, dass eine epikardiale EPO-
Applikation nach MI die Expression regenerativer Schlüsselfaktoren erhöhte, sowie den TGF-
β/Wnt-Signalweg in intrakardialen MSC-Nischen induzierte [180]. Es ist bekannt, dass über 
diesen Signalweg die Expression verschiedener EMT-assoziierte Gene induziert wird, die eine 
kardiomyogene Phänotypisierung der MSCs fördern können [183].  
Ein weiterer Mechanismus durch den EPO zur Förderung der kardiomyogenen Differenzierung 
beitragen könnte, liegt in einer erhöhten Expression von Cx43 [262] und damit in einer ver-
stärkten Ausbildung von Gap Junctions begründet. Cx43 stellt das am häufigsten exprimierte 
Gap Junction-Protein in atrialen und ventrikulären Kardiomyozyten dar [263]. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der Wnt-1-Ligand über eine Induktion der Cx43-Expression zur verstärkten 
Bildung von funktionellen Gap Junctions führte. Diese Effekte beruhten vor allem auf einer 
Wnt-abhängigen Akkumulation von β-Catenin und nachfolgender Transkriptionsaktivierung 
[264]. Diese Ergebnisse decken sich mit einer Vorarbeit aus unserem Labor, in der gezeigt 
wurde, dass eine EPO-Stimulation über eine starke Induktion des Wnt-Signalwegs zu einer 
erhöhten de-novo-Synthese des Wnt-1 Liganden und einer Akkumulation von intrazellulären 
β-Catenin führte [180]. Wie oben beschrieben zeigten vorherige Arbeiten, dass die Ausbildung 
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von Gap Junctions zwischen Kardiomyozyten und MSCs eine wichtige Voraussetzung für eine 
kardiomyogene Differenzierung sowohl in vivo, als auch in vitro spielte [201, 254, 255].      
Die Erkenntnis, dass EPO die kardiomyogene Differenzierung fördern kann unterstreicht das 
regenerative und therapeutische Potential dieses pleiotropen Wachstumsfaktors.  
Erneut zeigt sich hier das Erfordernis einer weiteren Untersuchung der zellulären Zusammen-
hänge und spezifischen Faktoren, die diese aus dem Myokard stammenden MSC-Subpopu-
lation therapeutisch beeinflussen und ihre Nische in vivo regulieren können. 
 
5.5 Kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSCs zeigen ein proangiogenes  
Potential 
Die Neovaskularisierung spielt eine wichtige Rolle in der regenerativen Phase nach einem MI 
und beeinflusst das therapeutische Ergebnis erheblich. MSCs haben sowohl in vivo, als auch 
in vitro gezeigt, dass sie das Endothelzellwachstum und die Bildung neuer Blutgefäße, vor 
allem über die Sekretion parakriner Faktoren fördern können [265]. Darüber hinaus sind MSCs 
auch in der Lage über eine direkte Differenzierung in Endothel- und glatte Muskelzellen die 
Neoangiogenese zu unterstützen [266].  
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine früh-postischämische kardiale 
CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation ein hohes angiogenes Potential besitzt. Dazu wur-
den humane Endothelzellen aus der Nabelschnur (engl. HUVECs) in einer Matrigel®-be-
schichteten Wellplatte ausgesät und entweder direkt mit MSCs oder einem MSC-konditionier-
tem Medium über 24 Stunden kultiviert und gegen eine HUVECs-Monokultur verglichen. Dar-
über hinaus wurde der Einfluss von EPO, durch eine einmalige Zugabe zum MSC-konditio-
niertem Medium und zur HUVECs-Monokultur untersucht. Da in dieser Studie das konditio-
nierte Medium der CD45- CD44+ DDR2+ MSCs zu einer signifikanten Steigerung der Netzwerk-
bildung im Vergleich zur HUVECs-Monokultur führte, konnten damit ihre parakrinen Effekte 
auf die Induktion der Angiogenese nachgewiesen werden. Diese Erkenntnis deckt sich mit 
anderen Arbeiten, die die Freisetzung parakriner proangiogener Faktoren durch MSCs be-
schrieben [267, 268]. Das Sekretom der MSCs umfasst alle Faktoren, die aktiv und passiv 
freigesetzt werden. Dazu zählen unter anderem lösliche Proteine (wie Zytokine, Chemokine 
und Wachstumsfaktoren), freie Nukleinsäuren und Exosomen [269]. Zou et al. zeigten bei-
spielsweise, dass MSC-konditioniertes Medium die Angiogenese und die globale Herzfunktion 
nach MI fördern konnte [270]. Neuere Erkenntnisse wiesen daraufhin, dass diese proangioge-
nen Effekte von MSCs vor allem auf der Sekretion von Exosomen beruhen, die proangiogene 
miRNA´s enthalten und Ziele in der Empfängerzelle regulieren [271]. Ein detailliertes Verständ-
nis über den sekretorischen Ablauf der Exosomen und der verschiedenen miRNA´s könnten 
den therapeutischen Effekt von MSCs bei ischämischen Erkrankungen fördern. 
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Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Co-Kultivierung von 
HUVECs und MSCs zu einer signifikant erhöhten Bildung sowohl von Endothelverzweigungen 
als auch von Knotenpunkten führte, im Vergleich zum MSC-konditionierten Medium. Die Er-
gebnisse legen nahe, dass neben den parakrinen Faktoren noch andere Mechanismen exis-
tieren, die zu einer Steigerung der Angiogenese beitragen könnten. So berichteten Fan et al., 
dass MSCs in einer Co-Kultur mit HUVECs über die Expression von Cx43 funktionelle Gap 
Junctions ausbildeten. Sie zeigten, dass über diese Zell-Zell-Kontakte proangiogene miRNA 
übertragen wurde [272]. Die Unvermeidbarkeit der Bildung von Gap Junctions zwischen hete-
rotypischen Zellen beschrieben Crisan et al., da MSCs, die in einer perivaskulären Nische 
lokalisiert sind, in direktem Kontakt zu endothelialen Zellen stehen [273]. Sie beschrieben, 
dass perivaskuläre Zellen (Perizyten und Adventitialzellen), die sich entlang von Kapillaren 
platzieren, das in vivo Gegenstück zu MSCs darstellen und aus vielen verschieden Organen 
isoliert werden können [273, 274]. Diese Beobachtung ist übereinstimmend mit mikroskopi-
schen Aufnahmen aus unserem Labor (siehe Abb. 1.4), wo die Co-lokalisierten MSC-Antigene 
in unmittelbarer Nähe der kardialen Kapillaren detektiert werden konnten. Weiterhin bestäti-
gend für unsere Studie wurde gezeigt, dass perivaskuläre Zellen typische MSC-Marker expri-
mieren und in vitro die Fähigkeit zur multipotenten Differenzierung zeigten. Dies führte zu der 
Annahme, dass die Wände von Blutgefäßen eine Reserve an Progenitorzellen beherberge, 
die einen Ursprung für MSCs und andere adulte Stammzellen darstellen könnte [273]. Zusätz-
lich beschrieben Stapor et al., dass Perizyten sowohl durch parakrine Effekte, als auch durch 
direkten Zell-Zell-Kontakt mit Endothelzellen die Angiogenese und Gefäßreifung stark fördern 
können [275]. Chen et al. konnten diese Erkenntnisse mit myokardialen Perizyten bestätigen. 
Sie demonstrierten, dass die mittel FACS sortierten Perizyten in vivo ein ausgeprägtes peri-
vaskuläres Homing zeigten und Moleküle für die interzelluläre Kommunikation mit Endothel-
zellen exprimierten, beispielsweise Cx43 [276]. Des Weiteren konnten Sie in einem Matrigel®-
Angiogenese-Assay in vitro nachweisen, dass Perizyten das angiogene Verhalten von En-
dothelzellen verbesserten, in dem sie an der Bildung von Mikrogefäßen beteiligt waren und 
eine Stützfunktion auf die neu gebildeten Gefäße ausübten [276].  
Das Bewusstsein, dass Perizyten neben parakrinen auch durch direkte zelluläre Wechselwir-
kungen mit Endothelzellen die Angiogenese fördern können, führt zu der Annahme, dass die 
kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation einen perizytischen Ursprung haben 
könnte. Andere Studien berichteten über nanotubuläre Strukturen (tunneling nanotubes), die 
als Zell-Zell-Kontakte zwischen MSCs, Endothelzellen und glatten Muskelzellen den Aus-
tausch von Zellkomponenten ermöglichen [277, 278]. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass 
MSCs über diese hochempfindlichen Zell-Zell-Kontakte mit ischämisch geschädigten HUVECs 
einen mitochondrialen Transfer ermöglichten, der das Zellüberleben und die Angiogenese för-
dern konnte [278].  
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5.5.1 EPO fördert synergistisch das parakrine angiogene Potential der kardialen  
MSC-Subpopulation 
Wie in dem Abschnitt 5.4.1 untersucht, wurde im Co-Kultur-Modell von kardialen CD45- CD44+ 
DDR2+ MSCs mit HUVECs der therapeutische Ansatz mit EPO untersucht. 
Eine Supplementierung des konditionierten MSC-Mediums mit EPO zeigte zusätzlich zur pa-
rakrinen Aktivität der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs eine synergistische Stimulation der 
Angiogenese.  
Vorherige Arbeiten demonstrierten bereits, dass EPO eine wichtige Einflussgröße in der durch 
kardiale Progenitorzellen vermittelten Angiogenese darstellt und dadurch die Rate an Herzin-
suffizienz eindämmen konnte [279]. In 2009 zeigten Klopsch et al., dass eine frühe epikardiale 
EPO-Applikation nach einem MI zu einer verstärkten Angiogenese und Kapillardichte führte 
[180, 182].   
Interessanterweise demonstrierten Mizukami et al., dass MSCs die mit EPO kurzzeitig präkon-
ditioniert wurden, nach der Transplantation in vivo eine erhöhte Sekretion von proangiogenen 
Faktoren (engl. SDF-1 und FGF-2) und damit eine verstärkte Angiogenese im ischämischen 
Myokard zeigten [280]. Diese Erkenntnisse decken sich nicht nur mit früheren Arbeiten aus 
unserem Labor, sondern auch mit den hier gezeigten Ergebnissen, dass eine EPO-Supple-
mentierung die parakrine proangiogene Aktivität der MSCs auf die Endothelzellen fördern 
konnte [182, 186]. Eine andere Gruppe zeigte, dass eine Stimulation von MSCs mit EPO zu 
einem erhöhten Spiegel an abgegebenen Exosomen führte, die miRNA´s enthielten und auf 
parakrinem Weg die Empfängerzellen erreichten [281]. In dieser Studie wurde nicht der Ein-
fluss von EPO auf die proangiogenen Eigenschaften der kardialen MSCs in Co-Kultur mit 
HUVECs, sprich auf die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, untersucht. Wie oben beschrie-
ben (siehe Abschnitt 5.4.1) könnte EPO beispielsweise über eine gesteigerte Expression von 
Cx43 die Zell-Zell-Kontakte zwischen MSCs und HUVECs fördern. 
Mit dem Hintergrund, dass die Zellen sowohl kardiomyogene als auch proangiogene Eigen-
schaften aufweisen, zeigt unsere Studie eine bedeutsame therapeutische Wirksamkeit der 
postischämischen kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation. Besonders im Vorder-
grund liegt zukünftig eine Optimierung der therapeutischen Anwendung sowohl in vitro, als 






5.6 Grenzen und Anmerkungen der Studie  
Es sei erwähnt, dass die vorliegende Arbeit keineswegs den Anspruch auf Vollständigkeit in 
der Charakterisierung der beschriebenen intramyokardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Sub-
population verfolgt. Die Ergebnisse liefern dabei wichtige Voraussetzungen und Erkenntnisse 
auf deren Grundlage weitere experimentelle Untersuchungen und Fragestellungen zu klären 
sind, um das Verständnis sowie die Möglichkeiten der Stimulation der kardial residenten MSC-
Nische zu fördern.  
Die durchgeführte Studie basierte auf einem akuten Modell des Myokardinfarkts (MI) und wies 
daher klare Einschränkungen auf. Da die Zellen bereits 24 Stunden nach der Operation aus 
dem postischämischen Myokard isoliert wurden, beziehen sich die vorliegenden Ergebnisse 
auf die „frühe“ Phase nach einem MI. Die Arbeit liefert keine Daten bezüglich des MSC-Schick-
sals in „späteren“ Phasen des Remodelings und einer möglichen Beteiligung an „späteren“ 
Regenerationsprozessen. 
Weiterhin konnte in dieser Arbeit keine detaillierte Untersuchung des Ursprungs und des Zell-
schicksals für die aus dem früh-postischämischen Myokard isolierte CD45- CD44+ DDR2+ 
MSC-Subpopulation vorgenommen werden. Wir konnten in unserem Labor jedoch in einer 
nachfolgenden Arbeit ein Modell für die in vivo-Verfolgung einer kardialen Vimentin-induzierten 
MSC-Population im früh-postischämischen Myokard zeigen [167]. Dazu nutzten wir ein 
Tamoxifen-induziertes CreER-Modell, das nachfolgend unter der Kontrolle des endogenen Vi-
mentin-Promoters in Vimentin-positiven Zellen das grün fluoreszierende Proteins (GFP) expri-
mierte. Ein postischämischer Vimentin/GFP+ MSC-Subtyp der in Vimentin-positiven Zellclus-
tern der Infarktgrenzzone eine Anreicherung zeigte, konnte in vivo verfolgt, gezielt genetisch 
isoliert und anschließend in vitro weiterführend charakterisiert werden [167]. Diese Einblicke 
in das Zellschicksal bauten auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auf und lieferten 
wichtige Erkenntnisse den reparativen Status dieser intramyokardialen MSC-Nische während 
der myokardialen Regeneration weiter aufzuklären.  
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit keine detaillierte Untersuchung von Signalauslösern vor-
genommen, die zu einer Aktivierung und frühen Proliferation der intramyokardialen MSC-Ni-
sche führten. In vorherigen Arbeiten wurde berichtet, dass Mechanismen der epithelial-mesen-
chymalen Transition (EMT) [183], infiltrierende Makrophagen [282] und hypoxische Zustände 
mit niedriger Sauerstoffspannung [283] wichtige Regulatoren der Stammzellnische darstellen.  
Die isolierte kardiale MSC-Subpopulation zeigte in der Co-Kultur mit murinen neonatalen Kar-
diomyozyten die Fähigkeit zur kardiomyogenen Differenzierbarkeit. Dabei wurde aufgrund des 
zeitlich begrenzten Intervalls einer stabilen Co-Kultivierung, Tag 7 als Beurteilungszeitpunkt 
festgelegt. Inwieweit CD45- CD44+ DDR2+ MSCs in der Lage sind möglicherweise sogar eine 
reife kardiomyogene Differenzierung zu erfahren, ist in nachfolgenden in vitro und in vivo Ex-
perimenten zu beantworten. 
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Zuletzt sei erwähnt, dass sich die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte experimentelle 
Charakterisierung auf eine ischämisch präkonditionierte CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopu-
lation (MI-Gruppe) bezog. Weiterführende Analysen und Charakterisierungen der MSC-Popu-
lation aus Sham-Tieren wurden nicht durchgeführt. Inwieweit die ischämische Präkonditionie-
rung einen Einfluss auf funktionelle und therapeutische Eigenschaften der Ziel-MSCs hat, 
konnte durch diese Studie nicht geklärt werden. 
 
5.7 Resümee und Ausblick 
Die in dieser Arbeit beschriebene intramyokardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation 
überlebte im Infarktgebiet in der „frühen“ Phase nach einer akuten myokardialen Ischämie. 
Darüber hinaus zeigten die Zellen, innerhalb spezifischer MSC-Cluster, eine aktive Prolifera-
tion. Diese Erkenntnisse führen zu der Annahme, dass die isolierte MSC-Subpopulation eine 
wichtige Rolle zur Optimierung zukünftiger klinischer stammzelltherapeutischer Ansätze (zell-
basiert oder indirekt durch Stimulation) nach einem MI spielen könnte.  
Vorherige Arbeiten, die MSCs charakterisierten und ihre regenerativen Effekte auf das post-  
ischämische Myokard nachwiesen, isolierten MSC-Populationen vor allem aus unterschiedli-
chen extrakardialen Quellen [81, 140–142, 212]. Ein wichtiger Unterschied zu diesen Arbeiten 
besteht in der kardial residenten Nischenlokalisation der hier beschriebenen CD45- CD44+ 
DDR2+ MSC-Subpopulation. Andere Arbeiten beschrieben bereits eine Lokalisation von MSCs 
in kardialen Nischen und demonstrierten ihr regeneratives Potential in der frühen Phase nach 
MI [65, 106]. Es besteht die Hoffnung, dass über tiefere Einblicke in diese kardialen Stamm-
zellnischen zukünftig das Verständnis von Regulationsmechanismen, spezifischen Signalaus-
lösern und zellspezifischen Wirkmechanismen verbessert werden kann. Dies könnte in der 
Folge dazu beitragen die Aktivatoren der MSC-Nische zu identifizieren, ihr regeneratives Po-
tential während der Heilungsphasen nach MI zu fördern, sowie ihre Rolle beim Zellumsatz, der 
Myokardregeneration und der Aufrechterhaltung der Homöostase im myokardialen Gewebe 
weiter zu charakterisieren [284–286]. Diese Erkenntnisse könnten die Möglichkeit einer ge-
zielten Nischen-Stimulation unterstützen. 
Die Etablierung und Standardisierung von Isolations- und Kultivierungsprotokollen von CD45- 
CD44+ DDR2+ MSCs aus dem postischämischen Rattenherz liefert jetzt die Möglichkeit diese 
Population als Referenzzelle für weitere experimentelle Untersuchungen zu nutzen. Die Wich-
tigkeit der Standardisierung liegt in der Tatsache begründet, dass MSCs eine heterogene Zell-
population darstellen, die je nach Herkunft Unterschiede in funktionellen und therapeutischen 
Eigenschaften aufweist [287]. Ein umfassendes Verständnis der funktionellen und therapeuti-
schen Eigenschaften dieser Zellen, sowie die detaillierte Untersuchung einer gezielten Steue-
rung stellen dabei relevante Voraussetzungen für klinische Ansätze dar.   
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In unserem Labor werden derzeit große Anstrengungen unternommen, um die Charakterisie-
rung dieser Zellpopulation weiter zu fördern. Es gilt dabei in weiterführenden experimentellen 
Untersuchungen ihr therapeutisches Potential in Bezug auf mögliche Transdifferenzierungs- 
und Signalmechanismen sowohl in vitro, als auch anschließend in vivo zu klären.   
In der Vergangenheit wurden Möglichkeiten einer direkten kardialen Reprogrammierung in 
vitro und in vivo beschrieben und als eine erfolgsversprechende therapeutische Möglichkeit 
angesehen [288–290]. Die kardiale CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation könnte eine 
mögliche interessante Zielpopulation dieser Strategien in Zukunft darstellen. Das Interesse 
beruht dabei vor allem auf der Vermutung, dass MSCs aus verschiedenen Quellen, unter-
schiedliche biologische Eigenschaften aufweisen, die unter anderem ihr divergentes kardio-
myogenes Differenzierungspotential bedingen [290].   
Darüber hinaus wird es zukünftig interessant zu beobachten sein, wie eine mögliche zielge-
richtete Therapie mit endogenen kardialen MSCs, durch Kombination oder Beeinflussung an-
derer Faktoren und Therapiestrategien optimiert werden kann [291]. Solche Ansätze, bei-
spielsweise durch mRNA-basierte kardiale Reprogrammierungsstrategien, wurden jüngst in 
unserem Labor durch Müller et al. gezeigt [290]. 
Es etablierten sich, als Reaktion auf die enttäuschenden Langezeitergebnisse der MSC-The-
rapie nach MI, neue Therapiestrategien, die eine Verbesserung der therapeutischen Wirksam-
keit zum Ziel haben. Neben gezielter genetischer Veränderung, kann auch eine Präkonditio-
nierung mit unterschiedlichen physikalischen Bedingungen, pharmakologischen Wirkstoffen, 
Kulturbedingungen und Wachstumsfaktoren zu einer Stärkung des therapeutischen Potentials 
beitragen [260, 292–295]. Wie in dieser und in anderen Arbeiten aus unserem Labor gezeigt, 
liefert der pleiotrope Wachstumsfaktor Erythropoetin (EPO) unter anderem in der Kombination 
mit CD45- CD44+ DDR2+ MSCs vielversprechende Ansätze um ihre Wirkung zu fördern [180, 
182, 186]. 
Zusammenfassend liefern die Erkenntnisse bezüglich der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ 





Im Rahmen eines Myokardinfarkts (MI) führt eine akut einsetzende Ischämie des Herzmus-
kels, bei Ausbleiben einer rechtzeitigen Behandlung, zu einem Absterben von etwa einer Mil-
liarde Herzmuskelzellen. In der Folge kommt es zu einer Entzündungsreaktion und der Aus-
bildung einer kollagenreichen Narbe. Der Verlust an funktionellem Myokardgewebe, mit nach-
folgendem ventrikulärem Remodeling, führt zu einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer 
ischämischen Herzinsuffizienz. Trotz einer bemerkenswerten Entwicklung unterschiedlicher 
Therapieoptionen auf diesem Gebiet bleibt die limitiert einsetzbare Herztransplantation bislang 
die einzige kausale Therapieoption.  
Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte wurde eine Reihe von verschiedenen Stammzelltypen 
isoliert, charakterisiert und auf ihr regeneratives Potential im Rahmen eines MI untersucht. 
Dabei stellt die Behandlung mit mesenchymalen Stammzellen (engl. MSCs) aufgrund ihrer 
residenten, multipotenten und regenerativen Eigenschaften einen vielversprechenden Thera-
pieansatz dar. Dennoch konnten bisherige Therapieversuche, die auf einer Transplantation 
von MSCs in das postischämische Herz beruhten, keine konstant positiven therapeutischen 
Ergebnisse liefern. Ein detailliertes Verständnis dieser Zellen scheint erforderlich, um zellthe-
rapeutische Ansätze optimieren zu können, damit sie konstant und langfristig gute Ergebnisse 
liefern können. 
Im Herzen sind kardiale Zellen, einschließlich MSCs, gemeinsam mit residenten Stammzellen 
und Stützzellen in einer Nische lokalisiert, die durch verschiedene Faktoren stimuliert und re-
guliert wird. Eine mögliche gezielte Charakterisierung und Stimulation dieser kardialen resi-
denten Stammzellnische bietet einen vielsprechenden Ansatz zur Optimierung MSC-basierter 
Therapiestrategien. 
Die vorliegende Studie bietet erstmalig anhand durchflusszytometrischer Analysen einen Ein-
blick in eine postischämisch aktiv proliferierende CD29+ CD44+ CD90+ CD105+ PDGFRα+ 
DDR2+ MSC-Nische im Rattenmodell. 24 Stunden, nach künstlicher Induktion eines perma-
nenten MI in der Ratte, wurden mononukleäre Zellen (engl. MNC), sowohl aus dem postischä-
mischen Herzen, als auch aus den Herzen der Kontrollgruppe (Sham, ohne MI) enzymatisch 
extrahiert. Des Weiteren konnte mittels durchflusszytometrischer Analyse der MNCs eine in-
tramyokardiale CD29+ CD44+ CD90+ CD105+ PDGFRα+ DDR2+ MSC-Nische identifiziert wer-
den, die zu diesem frühen Zeitpunkt nach MI stark proliferierte. Subfraktionsanalysen demons-
trierten nachfolgend, dass eine CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation einen deutlichen An-
stieg nach MI, im Vergleich zur Sham-Gruppe, zeigte. Es ist in dieser Studie gelungen, ein 
Protokoll für die Isolation und langzeitstabile Kultivierung dieser MNC-Subpopulation zu etab-
lieren und in der Folge standardisiert anzuwenden. Diese Etablierung liefert eine bemerkens-
werte wissenschaftliche Grundlage für die Isolation und langzeitstabile Kultivierung von MNCs 
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aus dem Rattenherz, die es ermöglicht, in Zukunft auch andere Zellpopulationen zu isolieren 
und nachfolgend gezielt zu untersuchen. 
In vitro zeigte die CD45- CD44+ DDR2+ MNC-Subpopulation sowohl die Fähigkeit zur Bildung 
von fibroblastenähnlichen klonogenen Vorläufern (engl. CFU-F), als auch ein ausgeprägtes 
multipotentes Differenzierungspotential. Damit erfüllten diese kardialen MNCs alle funktionel-
len MSC-definierenden Kriterien, so dass die Zellen folglich als mesenchymale Stammzellpo-
pulation betrachtet werden kann. 
Des Weiteren konnten in dieser Arbeit therapeutische Effekte der kardialen früh-postischämi-
schen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs aufgezeigt werden. Die Zellen zeigten während einer sie-
bentägigen Co-Kultivierung mit murinen neonatalen Kardiomyozyten eine erhöhte Expression 
der frühen kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und GATA4. Darüber hinaus wiesen wir in 
einem Co-Kultur-Modell ausgeprägte proangiogene Eigenschaften der CD45- CD44+ DDR2+ 
MSC-Subpopulation auf Endothelzellen nach. Bemerkenswerterweise konnte eine Supple-
mentierung mit dem pleiotropen Wachstumsfaktor Erythropoetin, sowohl das kardiomyogene 
Potential, als auch die proangiogenen Fähigkeiten der kardialen CD45- CD44+ DDR2+ MSCs 
zusätzlich fördern, was ihr gemeinsames therapeutisches Potential vermuten lässt.  
Das nachgewiesene kardiomyogene und proangiogene Potential der CD45- CD44+ DDR2+ 
MSCs bietet einen wichtigen therapeutischen Ansatz, der durch eine gezielte Steuerung weiter 
genutzt werden kann. Diese Eigenschaften deuten auf eine mögliche entscheidende Beteili-
gung dieser kardialen postischämischen CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation in der Hei-
lungsphase nach einem MI hin und unterstreichen ihr großes regeneratives Potential. 
Der in dieser Arbeit gegebene Einblick in eine funktionelle mesenchymale Stammzellnische, 
sowie die Etablierung von Protokollen zur Isolation und Kultivierung einer ischämisch präkon-
ditionierten MSC-Subpopulation liefern eine wichtige wissenschaftliche Voraussetzung, um 
zukünftige experimentelle Versuche und therapeutische Ansätze zu optimieren sowie ein de-
taillierteres Verständnis dieser MSCs, als auch ihrer Nischenlokalisation zu entwickeln. Dabei 
steht die CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation zukünftig als Referenzzelle für weitere ex-










1. Die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen gehören in den westlichen Industrienatio-
nen zu den häufigsten Todesursachen und gehen trotz enormer Fortschritte in der Be-
handlung oftmals mit einer erheblichen Einschränkung der Lebensqualität und einer 
gesteigerten Letalität einher. 
 
2. Mesenchymale Stammzellen (engl. MSCs) bieten vor allem aufgrund ihrer immunmo-
dulatorischen und regenerativen Eigenschaften ein großes Potential zu Therapie der          
ischämischen Herzinsuffizienz. 
 
3. Ein detaillierter Einblick und die Stimulation von kardial residenten MSC-Nischen stellt 
einen wichtigen Forschungsansatz dar, um das therapeutische Ergebnis einer MSC-
Therapie nach einem Myokardinfarkt zu verbessern.  
 
4. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das adulte Rattenherz über eine residente mesen-
chymale Stammzellpopulation verfügt, die sich innerhalb einer intramyokardialen Ni-
sche lokalisiert.  
 
5. Eine myokardiale Ischämie im Rahmen eines Myokardinfarkts stellt einen starken Ak-
tivator der Proliferation innerhalb einer identifizierten intramyokardialen CD29+ CD44+ 
CD90+ CD105+ PDGFRα+ DDR2+ MSC-Nische im Rattenherz dar. 
 
6. Im früh-postischämischen Myokard der Ratte zeigte eine CD45- CD44+ DDR2+ Zellsub-
population eine starke Proliferation im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
 
7. Die in dieser Arbeit etablierte Methodik zur gezielten Isolation und durchflusszytometri-
schen Sortierung von mononukleären Zellen aus dem Rattenherz liefert eine wichtige 
Grundvoraussetzung zur weiteren Charakterisierung dieser intramyokardialen Zellen. 
 
8. Eine Kultivierung der isolierten mononukleären Zellen, über 1-2 Passagen vor der 
durchflusszytometrischen Sortierung, stellt eine Grundvoraussetzung für eine erfolg-
reiche langfristige Kultivierung der Zielzellpopulation dar. 
 
9. Die isolierte kardiale postischämische CD45- CD44+ DDR2+ Zellsubpopulation zeigt 




10. Der Nachweis der ausgeprägten proangiogenen Effekte und des kadiomyogenen Diffe-
renzierungspotentials der CD45- CD44+ DDR2+ MSC-Subpopulation liefert wichtige Er-
kenntnisse über das regenerative Potential dieser Zellen.   
 
11. Erythropoetin fördert, durch eine Steigerung der proangiogenen Effekte und des kar-
diomyogenen Differenzierungspotentials, das regenerative Potential der CD45- CD44+ 
DDR2+ MSC-Subpopulation. 
 
12. Die zukünftige Verfügbarkeit der kardialen postischämischen CD45- CD44+ DDR2+ 
MSC-Subpopulation als Referenzzelle, liefert eine wichtige Voraussetzung für weitere 
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